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(54) Bezeichnung: NEMATODENPROTEINE, DAFOR KODIERENDE DNA-SEQUENZEN, DAGEGEN SPEZ3FISCHE 
ANTIKORPER UND IHRE VERWENDUNG ZUM AUFFINDEN NEMATIZIDER WIRKSTOFFE 

(57) Abstract 

The present invention relates to proteins, as well as sections of said proteins, which react with active substances against parasitizing 
nematodes from the group of the cyclic or open-chain depsipetides consisting of amino acids and hydroxycarboxylic acids. The disclosure 
also comprises DNA sequences coding these proteins or sections of said proteins as well as the use of said proteins or their sections for 
identifying substances acting against parasitizing nematodes. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Proteine, sowie Teilstticke dieser Proteine, die mit gegen parasitierenden Nematoden wirkenden 
Soffen aus der Gruppe der cyclischen oder offenkettigen Depsipeptide, die aus Aminosauren und Hydroxycarbonsauren bestehen, reagicren, 
femer DNA-Sequenzen, die fur diese Proteine bzw. fur Teilstticke dieser Proteine kodieren, sowie die Verwendung dieser Proteine oder 
ihrer Teilstiicke zur Identifizierung von Stoffen mit Wirkung gegen parasitierende Nematoden. 
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NEMATODENPROTEINE, DAFOR KODIERENDE DNA-SEQUENZEN, DAGEGEN SPEZIFISCHE 
ANTIKORPER UND IHRE VERWENDUNG ZUM AUFFINDEN NEMATIZIDER WIRKSTOFFE 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft Proteine, sowie Teilstucke dieser Proteine, die 
mit gegen parasitierende Nematoden wirkenden Stoffen aus der Gaippe der cycli- 
schen oder offenkettigen Depsipeptide, die aus Aminosauren und Hydroxycarbon- 
sauren bestehen, reagieren, ferner DNA-Sequenzen die fur diese Proteine bzw. fur 
Teilstucke dieser Proteine kodieren sowie die Verwendung dieser Proteine oder 

10 ihrer Teilstucke zur Identifizierung von Stoffen mit Wirkung gegen parasitierende 
Nematoden. 

Eine Reihe nematizider Substanzen werden bereits seit langem als Breitspektrum- 
Anthelmintika in der Tierzucht verwendet (z.B. Benzimidazole, Levamisol, 
Morantel oder Avermectinoide). Ausgehend von den genannten Substanzklassen 

15 fuhrten zahlreiche Studien zur Aufklarung des Wirkmechanismus und zur Iden- 
tifizierung des jeweiligen Bindungsproteins/Rezeptors (Benzimidazole: B-Tubulin, 
Levamisol/Morantel: nikotinerger Acetylcholinrezeptor; Avermectinoide: Glutamat- 
vermittelter Chlorid-Kanal). Durch zunehmende Resistenz gegen diese Breit- 
spektrum-Anthelmintika ist es wunschenswert neue anthelmintisch wirksame Stoffe 

20 zu entwickeln. 

Ein cyclisches Depsipeptid PF 1022A und seine Wirkung gegen Endoparasiten ist 
bekannt (Y. Kodama et al., Sci. Reports of Meiji Seika Kaisha 31. 1992, S. 1-8; 
EP-OS 382 173 und EP-OS 503 538). Weitere cyclische Depsipeptide (Cycloocta- 
depsipeptide: WO 93/19053; EP-OS 634 408; WO 94/19334; WO 95/07272; 
25 EP-OS 626 375; EP-OS 626 376; EP-OS 664 297; Cyclohexadepsipeptide: . 
WO 93/25543; WO 95/27498; EP-OS 658 551) und offenkettige Depsipeptide 
(EP-OS 657 171; EP-OS 657 172; EP-OS 657 173) und ihre endoparasitizide 
Wirkung sind bekannt. 

Eine Reihe von Studien beziiglich der Aufklarung des Wirkungsmechanismus von 
30 PF 1022A in verschiedenen parasitaren Nematoden, beispielsweise Angio- 
strongylus cantonensis, Haemonchus contortus, Ascaris suum, wurden durchgefuhrt 
(vgl. dazu M. Terada et al., Jpn. J. Parasitol. 42, 1993, S. 220-226; F.E. Dutton et 
al., J. Antibiotics 48, 1995, S. 820-823, E. Baldwin et al., J. Exp. Biol. 23, 1947, 
S. 277-91). 



WO 98/15625 PCT/EP97/05314 

- 1 - 



AuGer den bereits genannten Breitspektrum-Anthelmintika (z.B. Benzimidazole, 
Levamisol, Morantel oder Avermectinoide) ist liber ein Bindungsprotein bzw. 
Rezeptor in Nematoden von cyclischen oder offenkettigen Depsipeptiden als 
Liganden, bestehend aus Aminosauren und Hydroxycarbonsauren als Bausteine, 
5 insbesondere des cyclischen Depsipeptids PF 1022A, bisher nichts bekannt 
geworden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft Proteine, sowie Teilstucke dieser Proteine, die 
mit gegen parasitierende Nematoden wirkenden Stoffen aus der Gruppe der cycli- 
schen oder offenkettigen Depsipeptide, die aus Aminosauren und Hydroxycarbon- 
10 sauren bestehen, reagieren. Die vorliegende Erfindung betrifft ferner DNA- 
Sequenzen die fur diese Proteine bzw. fur Teilstucke dieser Proteine kodieren. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner die Verwendung dieser Proteine oder 
ihrer Teilstucke zur Identifizierung von Stoffen mit Wirkung gegen parasitierende 
Nematoden aus der Gruppe der cyclischen oder offenkettigen Depsipeptide, die 
1 5 aus Aminosauren und Hydroxycarbonsauren bestehen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Verfahren zur Identifizierung der 
Proteine und ihrer Teilstucke, sowie die Herstellung der Proteine oder ihrer 
Teilstucke uber rekombinante Technologie. 

Identifizierung und Charakterisierung der cDNA-Sequenzen, die fur die erfin- 
20 dungsgemaBen Proteine kodieren, erfolgt durch Konstruktion einer statistisch. 
reprasentativen cDNA-Bibliothek unter Verwendung polyadenylierter RNA- 
Fraktionen, isoliert aus parasitaren Nematoden und einem sich anschlieBenden 
Immunscreening der genannten cDNA-Bibliothek. 

Identifizierung und Charakterisierung der erfindungsgemaflen cDNA-Sequenzen 
25 erfolgen mit Hilfe von Antikorpern gegen ein Konjugat, bestehend aus einem 
cyclischen oder offenkettigen Depsipeptid-Hapten und einem geeigneten Carrier- 
Protein. 

Es sind bis jetzt nur monoklonale Antikorper gegen verschiedene Cyclodepsi- 
peptid-Synthetasen, beispielsweise die Enniatin-Synthetase (A. Billich et al., Biol. 
30 Chem. Hoppe-Seyler 368 (5), 1987, S. 521-529; A. Lawen et al., J. Biol. Chem. 
265, (19), 1990, S. 11355-11360) oder die Cyclosporin-Synthetase (A. Lawen et 
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al., J. Biol. Chem. 266, (24), 1991, S. 15567-15570), aber nicht spezifische 
Antikorper gegen Konjugate bestehend aus Depsipeptid-Hapten und einem geeig- 
neten Carrier-Protein, bekannt geworden. 

Bevorzugt zur Identifizierung und Charakterisierung der erfindungsgemaBen 
cDNA-Sequenzen werden Konjugate von PF 1022A oder seiner Derivate als 
Depsipeptid-Hapten an Carrier-Proteine eingesetzt 

Die erfindungsgemaBen Proteine werden durch Expression der erfindungsgemaBen 
cDNA in geeigneten Expressionssystemen, beispielsweise in Bakterien, insbe- 
sondere in E. coli, als prokaryotisches Expressionssystem oder in einem euka- 
ryotischen Expressionssystem, insbesondere dem Baculovirussystem hergestellt. 

Wirkstoffe die mit Hilfe der erfindungsgemaBen Proteine aufgefunden werden, 
sind fur die Medizin und Tiermedizin von hohem Interesse. 

Weitere Aspekte der Erfindung und ihre bevorzugten Ausfuhrungsformen sind im 
folgenden naher erlautert bzw. in den Patentanspruchen definiert. 

Da es sich bei den offenkettigen und cyclischen Depsipeptiden, fur die spezifische 
Antikorper entwickelt werden sollen, urn relativ kleine und einfache Molekule 
handelt, die nach der Applikation in ein Versuchstier alleine nicht in der Lage 
sind, dort eine entsprechende Immunantwort auszulosen, miissen vor der eigent- 
lichen Immunisierung zunachst vorbereitende MaBnahmen getroffen werden (E. 
Harlow, D. Lane in; "Antibodies, a Laboratory Manual", Cold Springer Harbor 
Lab., Cold Spring Harbor, USA, 1988). 

Man bezeichnet solche Verbindungen, die aufgrund ihrer GrbBe (Molekule mit 
einem Molekulargewicht von weniger als 10.000 Dalton sind normalerweise 
schwache Immunogene; Molekule mit einem Molekulargewicht von weniger als 
2.000 Dalton kbnnen alleine kaum eine Immunantwort auslosen) und einfachen 
Strukturierung nicht zur Induktion einer Immunreaktion in der Lage sind, als 
Haptene oder inkomplette Antigene und stellt sie somit den kompletten Antigenen 
(= Immunogene) gegeniiber, die sowohl als Antigen wirken als auch eine Immun- 
antwort zu induzieren vermogen. Solche Haptenmolekule konnen an meist losliche, 
hochmolekulare Verbindungen (Tragermolekiile) konjugiert werden, wodurch sie in 
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ihren Eigenschaften kompletten Antigenen vergleichbar werden, d.h. sie besitzen 
jetzt die Fahigkeit zur Auslosung einer Immunantwort. 

Einige der im Verlauf der Immunisierungsreaktion gebildeten Antikorper sind dann 
in der Lage, mit spezifischen Epitopen auf dem Haptenmolekiil zu reagieren, 
unabhangig davon, ob das Haptenmolekul allein oder aber nach wie vor gekoppelt 
an das Carriermolekul vorliegt. 

Bei der Immunisierung mit Hapten-Carrier-Konjugaten werden neben den Hapten- 
spezifischen Antikorpern auch solche induziert und gebildet, die gegen den Carrier 
oder das Bindeglied zwischen Carrier und Hapten, oder die nur gegen den Kom- 
plex aus Hapten-(BindegIied)-Carrier gerichtet sind. Die spezifischen Anti-Hapten- 
Antikorper sind im Regelfall gegen denjenigen Teil des Moiekuls gerichtet der 
vom Carrier am weitesten entfernt ist. 

Unter der im folgenden haufig verwendeten Bezeichnung Hapten werden im Rah- 
men der Erfindung die fur die Immunisierung verwendeten offenkettigen oder 
cyclischen Depsipeptide, bevorzugt das Cyclodepsipeptid PF 1022A oder seine 
Derivate verstanden. 

Im Rahmen dieser Erfindung werden daher die als Haptene wirkenden offen- 
kettigen und cyclischen Depsipeptide, insbesondere PF 1022A oder seine Derivate, 
vor der Immunisierung von Versuchstieren, bevorzugt Nagetieren, wie z.B. Mause, 
Ratten. Kaninchen, Meerschweinchen, an einen hochmolekularen Trager "Carrier n 
gekoppelt, der geeignet ist, besagten Depsipeptiden eine komplette Wirksamkeit zu 
verleihen. 

Unter geeigneten Carrier-Molekulen im Rahmen dieser Erfindung sind in erster 
Linie makromolekulare Verbindungen zu verstehen, die frei zugangliche reaktive 
Gruppen fiir die Kupplungsreaktion mit dem Hapten aufweisen und die in der. 
Lage sind, durch Kupplung an das Hapten, diesem eine immunogene Potenz zu 
verleihen oder aber deren bereits vorhandene Immunogenizitat zu verstarken. 

Besonders bevorzugte Carrier sind makromolekulare Verbindungen, die frei 
zugangliche reaktive Aminogruppen enthalten. 
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Ganz besonders bevorzugt als Carriermolekule sind lysinreiche Proteine mit einem 
Molekulargewicht zwischen 10.000 und 1.500.000, wie sie z.B. "Bovine Serum 
Albumin" (BSA: Molekulargewicht 66.200), "Humanes Serum Albumin" (HSA; 
Molekulargewicht: 58.000) oder "Keyhole Limpet Protein" (KLH; Molekular- 
gewicht: 1.000.000). Diese sind kommerziell erhaltlich. 

Selbstverstandlich konnen auch andere makromolekulare Verbindungen als Carrier- 
Molekule verwendet werden, wie z.B. "Porcine Thyreoglobulin", B2 Microglobu- 
lin, Haemocyanin, Immunglobuline, Toxine (Cholera-, Tetanus-, Diptheria-Toxin 
u.a.), Polysaccharide, Lipopolysaccharide, natiirliche oder synthetische Polyadenyl- 
und Polyuridylsauren, Polyalanyl- und Polylysin-Polypeptide oder Zellmembran- 
komponenten, wie beispielsweise Formalin- oder Glutaraldehyd-behandelte 
Erythrozytenzellmembranen. 

Ebenso geeignet fur die Verwendung als Carrier-Molekul ist beispielsweise die 
gereinigte IgG-Fraktion gegen Maus IgG (H+L) aus Kaninchen gemafi dem bei H. 
Kawamura und J.A. Berzofsky (J. Immunol. 58 (1986), S. 136) beschriebenen 
Verfahren. 

Die Kopplung von Haptenen an Carriern erfolgt nach an sich etablierten 
Techniken (P. Tijssen in: "Practice and Theory of Enzyme Immunoassays", 
Burdon, R.H. & Knippenberg, P.H., Hrsg., Elsevier, Oxford, UK 1985). 

Die Konjugation des Haptens an das Tragermolekul kann entweder direkt oder 
aber vorzugsweise iiber ein Bnickenglied erfolgen, welches gegebenenfalls zu- 
nachst an das Haptenmolekul angelagert wird. 

Die Kupplung der offenkettigen und cyclischen Depsipeptide als Haptene, 
insbesondere des PF 1022 A oder seiner Derivate, an das Tragermolekul muG dabei 
in der Weise erfolgen, dafi die relevanten Strukturelemente der Depsipeptide frei 
zuganglich bleiben und somit in der Lage sind eine spezifische Immunantwort 
auszulosen, d.h. die Bildung spezifischer Antikorper zu induzieren. 

Als bevorzugte Haptene dienen Depsipeptid-Liganden aus offenkettigen oder 
cyclischen Depsipeptiden mit 6 bis 30 Ringatomen, bestehend aus Aminosauren 
und Hydroxycarbonsauren als Bausteine. 
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Als ganz besonders bevorzugte Haptene dienen Depsipeptid-Liganden aus cycli- 
schen Depsipeptiden mit 24 Ringatomen, bestehend aus Aminosauren und 
Hydroxycarbonsauren als Bausteine. 

Zu den cyclischen Depsipeptiden mit 24 Ringatomen zahlen Verbindungen der 
allgemeinen Formel (I) 



Me Me 
Me O V 




(I) 



in welcher 

Rj fur gegebenenfalls substituiertes Benzyl, wobei als Substituenten genannt 
seien Wasserstoff, C M -Alkyl, insbesondere Methyl, Hydroxy, Halogen, ins- 
besondere Fluor, C M -Alkoxy, insbesondere Methoxy oder tert.-Butyloxy, 
Nitro, Amino, Dialkylamino, insbesondere Dimethylamino oder 
Diethylamino, N-Morpholinyl, N-Pyrrolidinyl oder N-Piperidinyl, steht, 

R 2 fur Wasserstoff, C M -Alkyl, insbesondere Methyl, Hydroxy, Halogen, 
insbesondere Fluor, C M -AIkoxy, insbesondere Methoxy oder tert-Butyl- 
oxy, Nitro, Amino, Dialkylamino, insbesondere Dimethylamino oder Di- 
ethylamino, N-Morpholinyl, N-Pyrrolidinyl oder N-Piperidinyl, steht, 

wobei 



a) fiir den Fall, da!3 R, fur Benzyl steht, 
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fur Wasserstoff, Hydroxy, C M -Alkoxy, insbesondere Meth- 
oxy, Halogen, insbesondere Fluor, Alkenyloxy, insbesondere 
Allyloxy, steht, 

b) fur dem Fall, daB R l fur Methyl steht, 

R 2 . fur Wasserstoff, Hydroxy, C^-Alkoxy, insbesondere Meth- 
oxy, Nitro, Amino, Dialkylamino, insbesondere Dimethyl- 
amino, N-Morpholinyl steht. 

Die Verbindungen der allgemeinen Formel (I) konnen in ihren optisch aktiven, 
stereoisomeren Formen oder als racemische Gemische vorliegen. Vorzugsweise 
werden die optisch aktiven, stereoisomeren Formen der Verbindungen der allge- 
meinen Formel (I) verwendet. Besonders bevorzugt werden die cyclischen Depsi- 
peptide verwendet, die sich aus L-konfigurierten Aminosauren und D-konfigu- 
rierten Hydroxycarbonsauren als Ringbausteine zusammensetzen. 

Beispielhaft sei als cyclisches Depsipeptid die aus EP-OS 382 173 und 
EP-OS 503 538 bekannte Verbindung PF 1022A der folgenden Formel (la), in der 
R, fur Benzyl und R 2 fur Wasserstoff steht, genannt: 



Me Me 
Me O Y 




AuBerdem seien als cyclische Depsipeptide die aus der PCT-Anmeldung 
WO 93/19053 und EP 0 634 408 Al bekannten Verbindungen genannt, die 
geeignete funktionelle Gruppen enthalten, die eine direkte kovalente Kopplung an 
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ein Carrier-Protein oder aber eine Kopplung uber ein Bruckenmolekul an ein 
Carrier-Protein gestatten. 

Insbesondere seien aus der PCT-Anmeldung WO 93/19053 und-EP 0 634 408 Al 
die Verbindungen der folgenden Formel (lb), in der R, fur (R 3 ) substituiertes 
Benzyl steht, genannt: 



Me Me 
Me O Y 




in welcher 

und R^ jeweils fur Nitro, Amino oder Hydroxy stehen. 

Weiterhin seien als Depsipeptide die aus der PCT-Anmeldung WO 94/19334 
bekannten Verbindungen genannt. 

Insbesondere seien aus der PCT-Anmeldung WO 94/19334 die Verbindungen der 
folgenden Formel (Ic), in der R 1 fur Benzyl steht, genannt: 
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Me Me 
Me O V 




in welcher 

R 0 fQr Hydroxy steht. 

SchlieBlich seien ais Depsipeptide die aus der PCT-Anmeldung WO 95/07272 
5 bekannten Verbindungen genannt. 

Insbesondere seien aus der PCT-Anmeldung WO 95/07272 die Verbindungen der 
folgenden Formel (Id), in der R l fur Methyl steht, genannt: 



Me Me 
Me O V 




in welcher 



10 



fur Nitro, Amino oder Methoxycarbonylamino steht. 
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Besonders bevorzugt werden cyclische Depsipeptide mit 24 Ringatomen der 
allgemeinen Formel (lb) eingesetzt, die uber eine freie primare Aminogruppe des 
Benzyl fragments, gegebenenfalls inittels eines geeigneten Bruckengliedes, mit 
einer primaren Aminofunktion auf dem Carrier-Protein zur kovalenten Hapten- 
Carrier-Bindung gebunden sind. 

Als Bruckenglieder fur eine Konjugation des Haptens, insbesondere des Cyclo- 
depsipeptids PF 1022A und seiner Derivate der allgemeinen Formel (lb), an das 
Carrier-Molekiil kommen in erster Linie Verbindungen in Betracht, die mindestens 
zwei oder aber mehrere reaktive Gruppen enthalten, welche in der Lage sind, mit 
den frei zuganglichen reaktiven Gruppen des Carrier-Molekuls in Wechselwirkung 
zu treten. 

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist die Verwendung von 
Briickengliedern die zvvischen 3 und 10 Brucken-C-Atome umfassen und die als 
reaktive Gruppen z.B. Amino-, Formyi-, Carboxyl- oder SH-Gruppen besitzen. 

Diese reaktiven Gruppen kbnnen mit Hilfe bekannter Verfahren mit den reaktiven 
Gruppen des Hapten- und Carrier-Molekuls zur Reaktion gebracht werden unter 
Ausbildung eines Hapten-Carrier-Konjugates. 

So ist es beispielsvveise mbglich ein Briickenglied uber eine reaktive Amino- 
gruppe, insbesondere der Derivate des Cyclodepsipeptids PF 1022A, mit Hilfe von 
Dialdehyden, wie z.B. Glutardialdehyd, an eine der freien Aminogruppen des 
Carrier-Molekuls zu binden. 

In einer spezifischen Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung geht man von 
den in der PCT-Anmeldung WO 93/19053 und EP 0 634 408 Al genannten Deri- 
vaten des Cyclodepsipeptids PF 1022A der allgemeinen Formel (lb), vorzugsweise 
vom Nitrobenzyl-Derivat aus und setzt diese Verbindungen mit Hilfe bekannter 
Methoden, wie z.B. durch Hydrierung, in. einem weiteren Reaktionsschritt sehr 
einfach in das bekannte Aminobenzyl-Derivat des Cyclodepsipeptids PF 1022A 
urn. 

Die eigentliche Kopplungsreaktion erfolgt dann vorzugsweise mit Hilfe der Diazo- 
kupplung. Dabei wird das Aminobenzyl-Derivat des Cyclodepsipeptid PF 1022A 
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zunachst in einem geeigneten Losungsmittel solubilisiert. Als geeignete Losungs- 
mittel kommen insbesondere Wasser und verdunnte Sauren in Betracht. 

Im AnschluG an die Umwandlung der Aminofunktion in das entsprechende Dia- 
zoniumsaiz nach literaturbekannten Methoden (vgl. Houben-Weyl, Methoden der 

5 Organischen Chemie, Band X/3) wird das Carrier-Protein wie z.B. BSA oder KLH 
zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 0,1 bis 12 Stunden, vorzugsweise 2 bis 
4 Stunden wird neutralisiert, dialysiert und anschlieflend lyophilisiert. Der Ruck- 
stand kann dann gegebenenfalls nach Zwischenschaltung weiterer Reinigungs- 
schritte und nachfolgender Bestimmung des Substitutionsgrades (vgl. P. Tijssen in: 

10 "Practice and Theory of Enzyme Immunoassays", Burdon, R.H. & Knippenberg, 
P.H., Hrsg., Elsevier, Oxford, UK 1985) fur die eigentliche Immunisierungs- 
reaktion verwendet werden. 

Neben der als bevorzugt genannten Diazokupplung, konnen auch alternative Ver- 
fahren fur die Kupplung dies Haptens an das Carrier-Molekul verwendet werden, 
15 wie z.B. die Schiffbasenbildung, die Aktivestermethode oder die gemischte An- 
hydridmethode. Bei der zuletzt genannten Methode wird die Carboxylfunktion des 
Briickengliedes unter Verwendung von Essigsaureanhydrid oder des Carbodiimid- 
Derivates l-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid an das Carrier-Molekul 
geknupft. 

20 Besitzt das Bruckenglied beispielsweise eine reaktive SH-Gruppe, so kann 
alternativ die Konjugation des Haptens an das Carrier-Molekul durch eine Oxi- 
dation mit freien SH-Gruppen des Carriers durchgefuhrt werden. 

Die Immunisierung der Donortiere, bevorzugt Kaninchen (Code-Nr.: SA 1100 - 
1102, SA 1003 - 1005, Fa. Eurogentec, Seraing, Belgien), erfolgt durch eine ein- 
25 bis mehrmalige Applikation der an das hochmolekulare Carrier-Protein, bei- 
spielsweise KLH oder BSA, gekoppelten Depsipeptid-Haptene. 

Die bevorzugte Applikationsform ist die Injektion, die sowohl intravenos, 
intraperitoneal oder subcutan erfolgen kann. 

Besonders bevorzugt ist jedoch eine intravenose Injektion. 
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In einer spezifischen Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung werden die 
KLH-PF 1 022A-Derivat- und BSA-PF 1022A-Derivat-Kon jugate (Komplexe) zur 
Immunisierung von mehreren Donortieren, insbesondere von drei Kaninchen, pro 
Carrier-Hapten-Komplex eingesetzt. Die erste Boost-Immunisierung erfolgt dabei 
5 14 Tage nach der Erstimmunisierung. Weitere Boost-lmmunisierungen, insbeson- 
dere 10 Boost-Immunisierungen, folgen dann im Abstand von jeweils 4 Wochen. 
Ab der dritten Boost-Immunisierung wird jeweils nach 10 Tagen das erfin- 
dungsgemaBe Serum gewonnen. 

Der Erfolg der Immunisierung laBt sich durch Bestimmung der Konzentration von 
10 spezifischen Antikorpern mil einem, dem Fachmann an sich bekannten Enzym- 
gekoppelten immunoassay (ELISA "Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay") oder 
durch Western blot-Analyse kontrollieren. Polyklonale Antiseren, die bei der 
Western blot-Analyse gute Signale produzieren, sind fur ein "Immunscreening" 
von cDNA-Bibliotheken verwendbar. 

15 Besonders bevorzugt zur Bestimmung der Spezifitat des Antiserums gegen 
Depsipeptide, insbesondere gegen PF 1022A-Derivat ist die Western blot-Analyse. 

Dabei werden die Carrier-Hapten-Komplexe, insbesondere der KLH-PF 1022A- 
Derivat-Komplex und das Carrier-Protein KLH oder der BSA-PF 1 022A-Derivat- 
Komplex und das Carrier-Protein BSA in einem SDS-PAGE (SDS-Polyacryl- 

20 amidgel) aufgetrennt (vgl. Laemmli et al., Nature 227, 1970, S. 680-685) und die 
erhaltenen Proteine anschliefiend auf Nitrozeliulose geblottet. Alternativ werden 
die Carrier-Hapten-Komplexe bzw. die Carrier-Proteine auch mittels einer "Mini- 
fold S" Apparatur (Schleicher & Schuell, Dassel) direkt auf Nitrozellulose-Filter 
geblottet. Die Inkubation der Filter mit geeigneten Serumverdunnungen, bevorzugt 

25 im Verhaltnis 1:1.000, gahz besonders bevorzugt im Verhaltnis 1:500, fuhrt zu 
einer deutlich starkeren Nachweisreaktion mit den erfindungsgemafien Carrier- 
Hapten-Komplexen als mit den Carrier-Proteinen KLH oder BSA (Verwendung 
von alkalischer NBT/BCIP-Losung; vgl. Herstellungsbeispiele). 

Die auf diese Weise erhaltenen spezifischen, polyklonalen Antikorper werden dann 
30 in immunologischen Verfahren, wie beispielsweise dem erfindungsgemkBen 
"Immunscreening", zur Isolierung und Charakterisierung von cDNA-Sequenzen 
eingesetzt, die fur Proteine kodieren, die in verschiedenartigen Nematodenspezies 
vorkommen und fur die Bindung von cyclischen oder offenkettigen. Depsipeptiden 



WO 98/15625 



- 13 - 



PCT/EP97/05314 



als Liganden, bestehend aus Aminosauren und Hydroxycarbonsauren als Bausteine, 
insbesondere des cyclischen Depsipeptids PF 1022A, verantwortlich sind. 

Daruber hinaus ist selbstverstandlich der Einsatz der erfindungsgemaBen Anti- 
korper in alien bekannten Immunoassays, wie z.B. immunoradiometrischen Tests 

5 nach Markierung des Tracerantikorpers mit Chloramin T oder Bolton-Hunter-Rea- 
genz, sowie anderen kompetetiven und nicht-kompetetiven Bindungsassays, wie 
Fluoreszenz-, Enzym- (ELISA), Chemilumineszenz- oder anderen Immunoassays, 
einschlieBlich alien Formen des Radioimmunoassays (RIA) denkbar. (Harlow, E.: 
Lane, d. (1988) Antibodies: A Laboratory Manual CSH; 2nd Edn.; New York; 

10 319 bis 359; 353 bis 612). Dabei ist es unerheblich, ob der Schichtantikorper an 
Polystyrolrohrchen, Polystyrolkugelchen, paramagnetische Partikel oder aktivierte 
Saulenmaterialien aller Art kovalent oder nicht-kovalent gebunden ist. 

Im Rahmen der Erfmdung werden zur Konstruktion einer statistisch, reprasen- 
tativen cDNA-Bibliothek polyadenylierte RNA-Fraktionen, die aus parasitaren 
15 Nematoden nach der von Chirgwin et al. beschriebenen Guanidinium-Isothiocya- 
nat/Casiumchlorid-Kissen Methode (vgl. Biochemistry 18, 1979, S. 5294 bis 5299) 
isolierbar sind, fiir die cDNA-Synthese verwendet. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfmdung werden bevorzugt zur Konstruktion einer 
statistisch reprasentativen cDNA-Bibliothek polyadenylierte RNA-Fraktionen aus 
20 parasitaren Nematoden der Ordnung der Strongylida, insbesondere Haemonchus 
spp. oder Trichostrongylus spp., fur die cDNA-Synthese verwendet. 

Die Synthese erfolgt entsprechend den bekannten Methoden des "Great Length 
cDNA Synthesis Kit" von Clontech (Heidelberg). 

Die Erststrangsynthese wird mit geeigneten Primern, insbesondere einem 
25 01igo(dT) 25 (dN) Primer, durchgefiihrt. EcoRI Adaptoren werden an die 
doppelstrangige cDNA ligiert und cDNA-Molekiile > 500 bp uber Chromaspin- 
Saulen (Clontech) fraktioniert. 



30 



Nach Ligation der cDNA in die EcoRI-Schnittstelle des Vektors XZAJPII (Stra- 
tagene, Heidelberg) werden die Konstrukte in vitro verpackt (Gigapack Gold II, 
Stratagene). 
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In einer spezifischen Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung werden die 
weiter oben erhaltenen Antiseren gegen die Carrier-Hapten-Komplexe, insbeson- 
dere aber der KLH-PF 1022A-Derivat~Komplex, nun im "Immunscreening" 
eingesetzt. 

5 Dazu werden nach Entfernung der Anti-E. coli Antikorper aus den genannten 
Antiseren durch Inkubation mit Filter-gebundenem E. coli Lysat, ca. 5.000 "plaque 
forming units" (pfu) der Bibliothek pro Assay auf LB-Agar piattiert und so lange 
bei +37°C inkubiert bis Plaques sichtbar werden. AnschlieBend erfolgt eine 
Expressionsinduktion der Fusionsproteine mittels Induktor gesattigtem 

10 Nitrozellulosefilter. 

Vorzugweise verwendet man hierfur den Induktor Isopropyl-13-thiogalakto-pyrano- 
sid (IPTG). 

Nach einer weiteren Inkubationszeit von 1 bis 24 Stunden, bevorzugt von 4 bis 12 
Stunden bei Temperaturen zwischen +40°C und +45°C, bevorzugt bei +42°C, 
15 werden die Filter mit den Carrier-Hapten-Komplexen, insbesondere dem KLH-PF 
1022A-Komplex, inkubiert. 

Die Inkubationszeit mit den Carrier-Hapten-Komplexen, insbesondere dem KLH- 
PF 1022A-Komplex, betragt 1 bis 12 Stunden. Die Inkubation erfolgt bei 
Temperaturen zwischen +5 und +45°C, bevorzugt jedoch bei Raumtemperatur. 
20 Danach werden die Filter fur 4 Stunden bei Raumtemperatur mit dem Antiserum 
inkubiert. Das Antiserum liegt in einer Verdunnung von 1:200 bis 1:2.000, 
bevorzugt von 1:500 bis 1:1.000, vor. 

Im AnschluB an die Detektion der gebundenen Antikorper, beispielsweise mit an 
alkalischer Phosphatase gekoppelten Anti-Kaninchen-Antikorpern und NBT/BCIP- 
25 Sub strati osung, erfolgt die Abtrennung positiver Agarbereiche sowie eine Eluie- 
rung der Phagen. 

Die auf diese Weise erhaltenen Phagen werden einem "rescreening" unterworfen. 
Die isolierten reinen Phagenklone konnen dann mittels in vivo Exzision zu 
Plasmidklonen konvertiert, und die Plasmid-DNA kann fur weitere DNA-Analysen 
30 eingesetzt werden. 
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Beide Strange der erfindungsgemaflen cDNA werden mehrmals uber automatische 
Laser-Fluoreszenz-Sequenzierung analysiert und die Sequenzdaten mit einer 
Software der Genetics Computer Group Inc. (Madison, WI, USA) weiter 
untersucht. 

Auf diese Weise wurden erfindungsgemafl zwei klonierte cDNA's mit der 
Bezeichnung pHC-1 bzw. pHC-2 erhalten. 

Die in den Sequenzprotokollen ID No. 1 und 3 gezeigten erfindungsgemaflen 
Sequenzen enthalten jeweils einen ll offenen Leserahmen" fur ein Protein, das den 
Wirkstoff PF 1022A und andere Wirkstoffe mit ahnlichen immunulogischen 
Bindungseigenschaften erkennt. 

Der erste klonierte cDNA mit der Bezeichnung pHC-2 weist 972 Basen der im 
Sequenzprotokoll ID No. 1 gezeigten Sequenz auf. 

Der nicht-kodierende 5'-Abschnitt der erfindungsgemaflen pHC-2 cDNA besteht 
nur aus 10 Basen. Die durch Northern blot- Analyse bestimmte GrdBe der kom- 
plementaren RNA (1,05 kb) stimmt sehr gut mit der Lange der cDNA uberein. 

Fur die pHC-2 cDNA Sequenz mit 972 Basen (vgl. Sequenzprotokoll ID No. 1) 
stellt die erste Nucleotidsequenz ATG an der Sequenzposition 1 1 das Startkodon 
dar. So ist beispielswetse diese lnitiationsstelle der Translation vom Kozak-Typ 
(vgl. M. Kozak, J. Cell Biol. 108, 1989, S. 229). Daruber hinaus ist ein N- 
terminales Signalpeptid mit der Spaltstelle zwischen 18 und 19 detektierbar (vgl. 
von Heinje, Nucleic Acids Research 14, 1986, S. 4.683 bis 4.690). 

Aus der Nucleotidsequenz der erfindungsgemaflen pHC-2 cDNA mit 972 Basen 
der im Sequenzprotokoll ID No. 1 gezeigten Sequenz des gastrointestinal en Nema- 
toden Haemonchus conforms laflt sich die entsprechende Aminosauresequenz fur 
das Protein ableiten. Das erfindungsgemafle erste Protein, das PF 1022A erkennt, 
ist dadurch gekennzeichnet, dafl es eine Sequenz von 207 Aminosauren mit einem 
daraus resultierenden Molekulargewicht von 23.991 g/moi aufweist (s. Sequenz- 
protokoll ID No. 2). 

Das erste erfindungsgemafle Protein ist ein integrales Membranprotein. Es besitzt 
neben der Signalpeptidsequenz eine potentielle Transmembranregion (Position 174- 
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190). Eine Glycosylierungsstelle ist am Asparagin (Asn) der Position 167 lokali- 
sierbar. Bevorzugt finden Glycosylierungen des erfindungsgemaBen Proteins an 
dieser Position 167 statt. 

Dariiber hinaus iassen sich aus dem Aminosauresequenz Sequenzprotokoll ID No.2 
5 des erfindungsgemaBen Targetproteins drei potentielle antigene Determinanten, im 
Bereich der Abschnitte 69 bis 75, 157 bis 162 und 159 bis 164, ableiten. 

Diese Determinanten der Aminosauresequenz des erfindungsgemaBen Proteins sind 
bevorzugt zur Erzeugung monoklonaler Antikorper gegen das Protein von Bedeu- 
tung. 

10 Das erste erfindungsgemaBe Protein, welches das Depsipeptid PF 1022A erkennt, 
zeigt Ahnlichkeiten zu verschiedenen Proteinen aus unterschiedlichen Organismen 
(Swiss-Prot Datenbank mit 43.470 Proteinsequenzen). 'Best Fit' Analysen ergeben 
eine Identitat von 28 % bzw. eine Ahnlichkeit von 53 % zum 25 kDa Glyco- 
protein GP25L von Canis familiaris (EMBL Accession Nr. P27869). GP25L ist ein 

15 Teil eines heterotetrameren Ca 2+ -bindenden Proteinkomplexes des Endoplasma- 
tischen Retikulums (ER). Dieser Komplex ist offenbar fur die Retention von ER- 
residenten Proteinen von Bedeutung (Wada et al., J. Biol. Chem. 266, 1991, S. 
19.599 bis 19.610). 

Der Xenopus laevis cDNA Klon X1262 (EMBL Accession Nr.: X90517) kodiert 
20 ebenfalls ein GP25L-ahnliches Protein (Joost et al., Biochem. J. 312, 1995, S. 205 
bis 213), das eine Identitat von 56% bzw. Ahnlichkeit von 73 % zum erfin- 
dungsgemaBen Targetprotein aufweist. 

Ein humanes EST ("expressed sequence tag" cDNA-Fragment; EMBL Accession 
Nr: T32283) kodiert gleichfalls ein GP25L-ahnliches Aminosaurefragment, das 
25 eine Identitat von 71 % bzw. Ahnlichkeit von 83 % zum erfindungsgemaBen 
Protein aufweist. 

Das Protein zeigt auBerdem eine Identitat von 24 % bzw. eine Ahnlichkeit von 
52 % zu dem 23 kDa S accharom vces cerevi si ae - Vorl auferprotei n P24B (EMBL 
Accession Nr: P32803). Dieses Protein ist wahrscheinlich am Transport von 
30 einigen sekretorischen Proteinen vom ER zum Golgi-Komplex beteiligt 
(Schimmoller et al. EMBO J. 14, 1995, S. 1.329 bis 1.339). 
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Gemeinsamkeiten des GP25L-Vorlauferproteins bzw. GP25L-ahnlichen Proteinen 
zum erfindungsgemaBen Protein sind die Signalsequenz fur den Transport in das 
ER, die Transmembrandomane, eine N-Glykosylierungsstelle sowie eine ahnliche 
Mol masse. 

5 Durch Northern blot Analyse fur die zum zweiten cDNA Klon pHC-1 
korrespondierende mRNA wurde eine GroBe von ca. 3,5 kb ermittelt. Der uber das 
Immunscreening isolierte Klon pHC-1 weist eine GroBe von 2 kb auf. Der noch 
fehlende 5'-Bereich der mRNA wurde mittels der S'-RACE Methodik isoliert [M. 
A. Frohmann (1990) PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (M. A. 

10 Innis, D. H. Gelfand, J. J. Sninsky & T. J. White eds.) S. 28-38, Academic Press, 
San Diego, USA]. Die so aus mehreren cDNA-Fragmenten charakterisierte mRNA 
setzt sich aus 3.539 Basen der im Sequenzprotokoll ID No. 3 gezeigten Sequenz 
zusammen. 

Der 5'-nicht translatierte Abschnitt der mRNA (vgl. Sequenzprotokoll ID No. 3) 
15 umfaBt 98 Basen. Es kann sein, daB noch einige Basen des 5'-Endes der mRNA 
fehlen. Der S'-nicht translatierte Abschnitt (ohne poly(A)-tail) besteht aus 462 
Basen. Das wahrscheinliche Startkodon vom Kozak-Typ liegt an Sequenzposition 
99, obwohl strangaufwarts noch zwei weitere ATG-Kodons liegen. Diese scheiden 
aber als Initiationsstelle der Translation aus folgenden Griinden aus: Das ATG an 
20 Sequenzposition 22 ist nicht vom Kozak-Typ und die von dieser Position 
deduzierte Aminosauresequenz bricht bereits mit einem TAA-Stop an Position 55 
ab. Das ATG an Sequenzposition 75 ist ebenfalls nicht vom Kozak-Typ und die 
von dieser Position deduzierte Aminosauresequenz bricht mit einem TAA-Stop 
bereits an Position 90 ab. Ausgehend vom Startkodon ab Position 99 ist das zweite 
25 erfindungsgemaBe Targetprotein, das PF 1 022 A erkennt, dadurch gekennzeichnet, 
daB es eine Sequenz aus 986 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 
109.740 g/mol aufweist (s. Sequenzprotokoll ID No. 4). Zudem zeigt das erfin- 
dungsgemaBe Protein einen pi von 6.13. 

Das zweite erfindungsgemaBe Protein ist ebenfalls ein integrates Membranprotein. 
30 Es besitzt neben einem aminoterminalen Signalpeptid (Spaltstelle zwischen den 
Aminosauren 18 und 19) funf Transmembrandomanen (Aminosaureabschnitte: 531 
bis 562, 595 bis 615, 673 bis 700, 725 bis 744 und 750 bis 774). Potentielle N- 
Glykosylierungsstellen sind jeweits am Asparagin (Asn) in Position 26, in Position 
499 sowie in Position 862 lokalisierbar. 
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Daruber hinaus lassen sich aus der Aminosauresequenz Sequenzprotokoll ID No. 4 
des zweiten erfindungsgemaBen Targetproteins drei potentielle antigene Determi- 
nanten im Bereich der Aminosaureabschnitte 150 bis 156, 428 bis 434 und 799 bis 
804 ableiten. Diese Determinanten der Aminosauresequenz des zweiten erfin- 
dungsgemaBen Proteins sind bevorzugt zur Erzeugung monoklonaler Antikorper 
gegen das Protein von Bedeutung. 

Besonders auffallig ist im aminoterminalen Bereich ein Abschnitt aus 20 Threonin 
(Thr)-Resten, der von einem Serin (Ser)-Rest unterbrochen ist (Aminosaureposition 
128 bis 147), der carboxyterminale Teil des erfindungsgemaBen Proteins enthalt 
auffallig viele Prolin (Pro)-Reste (Position 915 bis 926: extrem Prolinreicher 
Abschnitt). Das erfindungsgemaBe Targetprotein vveist allerdings keinen auffallig 
hohen Prolingehalt auf. Prolinreiche Abschnitte konnen 'Targets' fur Protein- 
Protein Wechselwirkungen sein oder als 'Spacer' zwischen funktionalen Domanen 
fungieren (siehe z. B. Yu et al.. Cell Vol. 78, 1994, S. 933-945; Liniai, Neuro- 
report Vol. 5, 1994, S. 2009-2015). 

Der cDNA-Abschnitt, der fur das zweite erfindungsgemaBe Protein kodiert, zeigte 
beim Screening der EMBL-Datenbank zwischen den Basen 1790 bis 2460, der im 
Sequenzprotokoll ID No. 4 gezeigten Sequenz, eine 60%ige Homologie zu einem 
Genomabschnitt des freilebenden Nematoden C e/ezans (Accession-Nr: Z54306, 
Wilson et al., Nature Vol. 368, 1994, S. 32-38). 

Der ahnliche C elegans Genomabschnitt ist ein Exon eines Gens, dessen dedu- 
ziertes Genprodukt ahnlich zu G-Protein gekoppelten Rezeptoren sein soli. Weitere 
Informationen uber dieses Gen bzw. Genprodukt existieren nicht, da die veroffent- 
lichte Sequenz Produkt des C elezans Genomproi ektes ist (vgl. Wilson et al., 
Nature Vol. 368, 1994, S. 32-38). Die 'Best Fit' Analyse zeigt eine 49 %ige Iden- 
titat bzw. 65 %ige Ahnlichkeit dieses deduzierten Proteins zu dem H. conforms 
Genprodukt. Auch das C elescuis Protein besitzt in der aminoterminalen Region 
einen Threonin (Thr)-Abschnitt aus 15 Resten, der ebenfalls von einem Serin 
(Ser)-Rest unterbrochen wird. 

Die 'Best Fit* Analyse des zweiten erfindungsgemaBen Proteins im Vergleich zu 
verschiedenen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren zeigt folgendes Ergebnis: Zum 
Vorlauferprotein des Calcitonin Rezeptors des Schweins (SwissProt-Accession-Nr: 
P251 17) besteht eine Identitat von 22 % bzw. Ahnlichkeit von 44 %; zum Gastrin/ 
Cholecystokinin Typ B Rezeptor der Ratte (Accession-Nr: P30553) besteht eine 
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Identitat von 20 % bzw. eine Ahnlichkeit von 45 % und zum Neuromedin K 
Rezeptor der Ratte (Accession-Nr.: P16177) besteht 18 % Identitat bzw. 46 % 
Ahnlichkeit. 

Weitere Proteine, die Threonin (Thr)-reiche Abschnitte aufweisen (aus der 
SwissProt-Datenbank), z. B. Integument Mucin aus Xenopus laevis (Accession-Nr: 
P10667, Q05049), Fasciclin II aus Drosophila melgngggster (P34083), intestinale 
alkalische Phosphatase aus der Maus (P24822) oder das Speichelprotein SGS-3 aus 
Drosophila melanoeaster (PI 3729) zeigen - abgesehen vom gemeinsamen 
Threonin (Thr)-Abschnitt - keine weiteren signifikanten Ahnlichkeiten zum erfin- 
dungsgemaflen Protein. 

Die beiden erfindungsgemaBen Proteine (vgl. Sequenzprotokolle ID No. 2 und 4) 
konnen als neue Prototypen von spezifischen Proteinen parasitarer Nematodes 
insbesondere in Nematoden aus der Ordnung der Strongylida, wie beispielsweise 
Haemonchus spp., angesehen werden. 

Mit Hilfe der erfindungsgemaBen cDNA-Sequenzen (vgl. Sequenzprotokolle ID 
No. 1 und 3) ist es beispielsweise moglich, Zellinien herzustellen, die die jewei- 
ligen erfindungsgemaBen Proteine permanent exprimieren. Hierzu werden mit an 
sich bekannten gentechnologischen Methoden die fur diese Proteine kddierenden 
cDNA-Sequenzen jeweils in einen gegeigneten Vektor eingebaut, mit dem eine 
geeignete Zellinie, die das jeweilige Protein bisher nicht exprimierte, transformiert 
wird. Dadurch konnen Zellinien erhalten werden, die das jeweilig erste oder zweite 
erfindungsgemaBe Protein (vgl. Sequenzprotokolle ID No. 2 und 4) konstant expri- 
mieren. 

So konnen die erfindungsgemaBen Proteine durch Expression in einem prokaryo- 
tischen oder eukaryotischen Expressionssystem in an sich bekannter Weise gewon- 
nen werden. 

Geeignete prokaryotische Expressionssysteme sind dabei alle bekannten Wirts- 
Vektor-Systeme wie Bakterien der Arten Streptomyces, spp . Bacillus subtil is . 
Salmonella tvphimurium oder Serratia marcescens , insbesondere E. coli . in denen 
die Expression einer unter Kontrolle eines induzierbaren Promotors stehenden 
rekombinanten DNA moglich ist. 
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Als Promotoren fur eine Expression in E. coli kommen naturliche. Hybrid- oder 
Bakteriopliagenpromotoren in Betracht. Bevorzugt verwendet man hierbei 
Promotoren oder Operatoren aus der Gruppe lac-, Iacuv5-, trp-, tac-, trc-, rac-, 
phoA-, P L oder P R des Phagen X, hsp, omp oder synthetische Promotoren, vvie sie 
beispielsweise in der DE-OS 3 430 683 bzw. in der EP-A 0 173 149 
vorgeschlagen sind. Vorteilhaft ist z.B. die tac-Promotor-Operator-Sequenz, die 
inzwischen handelsublich ist (z.B. Expressionsvektor pKK223-3, Pharmacia, 
"Molecular Biologicals, Chemicals and Equipment for Molecular Biology", 1984, 
S. 63). 

Als geeignetes eukaryotisches Expressionssystem ist insbesondere das Baculo- 
virussystem zu nennen. 

Vorzugsweise verwendet man zur Expression der erfindungsgemaBen Proteine ein 
geeignetes eukaryotisches Expressionssystem, insbesondere das Baculovirussystem, 
bei dem post-translationale Modifikationen durchgefuhrt werden. 

Bei der Expression der erfindungsgemaBen Proteine kann es sich als zweckmaBig 
erweisen, einzelne Kodons zu verandern. Dabei ist der gezielte Austausch von 
Basen in der kodierenden Region auch sinnvoll, wenn die genutzten Kodons in 
den Proteinen abweichend sind von der Kodonnutzung im heterologen Expres- 
sionssystem, urn eine optimale Synthese des Proteins zu gewahrleisten. Zudem 
sind oft Deletionen von nicht-translatierten 5!- bzw. 3-Abschnitten sinnvoll, bei- 
spielsweise wenn mehrere destabilisierende Sequenzmotive ATTTA im 3'-Bereich 
der cDNA vorliegen. Dann sollten diese bei der bevorzugten Expression in 
Eukaryonten deletiert werden. 

Veranderungen dieser Art sind Deletionen, Additionen oder Austausch von Basen 
und ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Mit den erfindungsgemaBen spezifischen Antikorpern gegen die Proteine konnen 
beispielsweise durch Western blot-Analysen homologe bzw. kreuzreagierende 
Proteine anderer, parasitarer Nematoden, detektiert werden. 

Mit Hilfe der erfindungsgemaBen Proteine und ihrer Homologen konnen neue 
spezifische Wirkstoffe gegen Nematoden gefunden werden. 
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Insbesondere kann das erfindungsgemaBe Protein aufgrund der potentiellen Rezep- 
toreigenschaften zur Bindung von offenkettigen oder cyclischen Depsipeptiden als 
Liganden, bestehend aus Aminosauren und Hydroxycarbonsauren als Bausteine, in 
geeigneten Testkits zum Screening auf nematizide Wirkung dieser Verbindungen 
verwendet werden. 

Die Wirkstoffe, die mit Hilfe der erfindungsgemaBen Proteine gefunden werden, 
eignen sich bei gunstiger Warmblutertoxizitat zur Bekampfung von pathogenen 
Endoparasiten, die bei Menschen und in der Tierhaltung und Tierzucht bei Nutz-, 
Zucht-, Zoo-, Labor-, Versuchs- und Hobbytieren vorkommen. Sie sind dabei 
gegen alle oder einzelne Entwicklungsstadien der Schadlinge sowie gegen 
resistente und normal sensible Arten wirksam. Durch die Bekampfung der patho- 
genen Endoparasiten sollen Krankheit, Todesfalle und Leistungsminderungen (z.B. 
bei der Produktion von Fleisch, Milch, Wolle, Hauten, Eiern usw.) vermindert 
werden, so daB durch den Einsatz der Wirkstoffe eine wirtschaftlichere und ein- 
fachere Tierhaltung moglich ist. Zu den pathogenen Endoparasiten zahlen 
Nematoden. Ganz besonders genannt seien: 

Aus der Ordnung der Enoplida z.B.: Trichuris spp. } Capillaria spp., Tri- 
chomosoides spp., Trichinella spp.. 

Aus der Ordnung der Rhabditia z.B.: Micronema spp., Strongyloides spp.. 

Aus der Ordnung der Strongylida z.B.: Strongylus spp., Triodontophorus spp., 
Oesophagodontus spp., Trichonema spp., Gyalocephalus spp., Cylindropharynx 
spp., Poteriostomum spp., Cyclococercus spp., Cylicostephanus spp., Oesopha- 
gostomum spp., Chabertia spp., Stephanurus spp., Ancylostoma spp., Uncinaria 
spp., Bunostomum spp., Globocephalus spp., Syngamus spp., Cyathostoma spp., 
Metastrongylus spp., Dictyocaulus spp., Muellerius spp., Protostrongylus spp., 
Neostrongylus spp., Cystocaulus spp., Pneumostrongylus spp., Spicocaulus spp., 
Elaphostrongylus spp., Parelaphostrongylus spp., Crenosoma spp., Paracrenosoma 
spp., Angiostrongylus spp., Aelurostrongylus spp., Filaroides spp., Parafilaroides 
spp., Trichostrongylus spp., Haemonchus spp., Ostertagia spp., Marshallagia spp., 
Cooperia spp., Nematodirus spp., Hyostrongylus spp., Obeliscoides spp., 
Arnidostomum spp., Ollulanus spp.. 
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Aus der Ordnung der Oxyurida z.B.: Oxyuris spp., Enterobius spp., Passalurus 
spp., Syphacia spp., Aspiculuris spp., Heterakis spp.. 

Aus der Ordnung der Ascaridia z.B.: Ascaris spp., Toxascaris spp., Toxocara spp., 
Parascaris spp., Anisakis spp., Ascaridia spp.. 

Aus der Ordnung der Spirurida z.B.: Gnathostoma spp., Physaloptera spp., 
Thelazia spp., Gongylonema spp., Habronema spp., Parabronema spp., Draschia 
spp., Dracunculus spp.. 

Aus der Ordnung der Filariida z.B.: Stephanofilaria spp., Parafilaria spp., Setaria 
spp., Loa spp., Dirofilaria spp., Litomosoides spp., Brugia spp., Wuchereria spp., 
Onchocerca spp.. 

Aus der Ordnung der Gigantorhynchida z.B.: Filicollis spp., Moniliformis spp., 
Macracanthorhynchus spp., Prosthenorchis spp.. 

Zu den Nutz- und Zuchttieren gehoren Saugetiere wie z.B. Rinder. Pferde, Schafe, 
Schweine, Ziegen, Kamele, Wasserbtiffel, Esel, Kaninchen, Damwild, Rentiere, 
Pelztiere wie z.B. Nerze, Chinchilla, Waschbar, Vogel wie z.B. Huhner, Ganse, 
Puten, Enten, Sufi- und Salzwasserfische wie z.B. Forellen, Karpfen und Aale. 

Zu Labor- und Versuchstieren gehoren Mause, Ratten, Meerschweinchen, Gold- 
hamster, Hunde und Katzen. 

Zu den Hobbytieren gehoren Hunde und Katzen. 

Die Anwendung kann sowohl prophylaktisch als auch therapeutisch erfolgen. 

Die Anwendung der Wirkstoffe erfolgt direkt oder in Form von geeigneten Zube- 
reitungen enteral, parenteral, dermal oder nasal. 

Weiterhin konnen mit Hilfe der erfindungsgemaBen Proteine auch Antikorper, 
insbesondere monoklonale Antikorper, hergestellt werden, die nematizide Wirkung 
besitzen und als nematizide Wirkstoffe eingesetzt werden konnen. 
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Insbesondere konnen die drei antigenen Determinanten des ersten erfindungs- 
gemafien Proteins (ID-No. 2), die Abschnitte 69 bis 75, 157 bis 162 und 159 bis 
164 fur die Erzeugung monoklonaler Antikorper dienen. 

Weiterhin konnen insbesondere die drei antigenen Determinanten des erfindungs- 
gemaBen Proteins (ID-No. 4), die Abschnitte 150 bis 156, 428 bis 434 und 799 bis 
804 fur die Erzeugung monoklonaler Antikorper dienen. 
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Beispiel 1 

Herstellung der KLH-PF 1022 A- und BSA-PF 1022A-Derivat-Koniu»ate 

200 mg Cyclo-(MeLeu-D-4-NH 2 -PhLac-MeLeu-D-Lac-MeLeu-D-4-NH 2 -PhLac- 
MeLeu-D-Lac-) werden in 4,39 ml eiskalter 0,1 N Salzsaure gelost und bei 0°C 
mit 3,27 ml einer 0,05 M Natriumnitritlosung versetzt. Ebenfalls bei 0°C wird eine 
Losung aus 200 mg BSA oder KLH mit 91,5 mg NaC! in 10 ml 0,5 M Natron- 
lauge zugetropft. Man ruhrt noch zwei Stunden bei 0°C nach und neutralisiert mit 
konzentrierter Salzsaure. AnschlieBend wird dialysiert und lyophilisiert. Danach 
wird der Ruckstand in Wasser aufgenommen, mit Methylenchlorid gewaschen. 
Nach Abtrennung der wassrigen Phase wird erneut lyophilisiert. Die zumeist 
pulverigen KLH-PF 1022A-Derivat- und BSA-PF 1022A-Derivat-Konjugate lassen 
sich ohne weitere Reinigung fur die nachfolgenden Immunisierungsversuche 
verwenden. 

Beispiel 2 

Herstellunu von Antiserum uegen PF 1Q22A 

Die KLH-PF 1022A-Derivat- und BSA-PF 1022A-Derivat-Konjugate (Komplexe) 
wurden zur Immunisierung von Kaninchen eingesetzt (3 Tiere pro Carrier-Hap ten- 
Komplex). Die ersten Boost-Immunisierungen erfolgte 14 Tage nach der Erstim- 
. munisierung. Im Abstand von jeweils 4 Wochen wurden insgesamt 10 weitere 
Boost-Immunisierungen durchgefuhrt. Ab der dritten Boost-Immunisierung wurde 
jeweils nach 10 Tagen ca. 20 ml Blut fur die Serumgewinnung entnommen. 
24 Tage nach der letzten Immunisierung wurden die Tiere komplett ausgeblutet. 

Die Spezifitat des Antiserums gegen das PF 1022A-Derivat wurde durch Western 
blot- Analyse uberpriift. Der KLH-PF 1022A-Derivat-Komplex sowie das Carrier- 
Protein KLH wurden uber eine "slot blot" Apparatur (Minifold S, Schleicher & 
Schuell, Dassel) in gleichen Mengen (20 (ig pro "slot") an Nitrozellulosefilter ge- 
bunden. Die Filter wurden mit einer 1:500 Verdiinnung des Antiserums fur vier 
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Der Nachweis der gebundenen Antikorper 
erfolgte mit alkalischer Phosphatase-konjugierten Anti-Kaninchen-Antikorpern 
(Sigma, Deisenhofen) und einer alkalischen Nitroblautetrazolium/5-Bromo-3- 
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chloro-3-indolylphosphat-SubstratIosung (NBT/BCIP). Der KLH-PF I022A-Kom- 
plex reagierte deutlich starker mit dem Antiserum als KLH. 

Beisniel 3 

Identifizierung und Charakterisierune der cDNA 

a) Konstruktion der cDNA-Bibliothek 

Die Extraktion der totalen RNA des gastrointestinal en Nematoden Haemon- 
chus contortus erfolgte nach der von Chirgwin et al. beschriebenen Guani- 
dinium-Isothiocyanat/Casiumchlorid-Kissen Methode (Biochemistry 18, 
1979, S. 5.294 bis 5.299). Die polyadenylierte RNA-Fraktion wurde an- 
schlieBend uber OIigo(dT)-Chromatographie gereinigt (Aviv & Leder, Proc. 
Natl. Acad. Sci., USA, 69, 1972, S. 1,408 bis 1.412). 

Zur Konstruktion einer statistisch reprasentativen cDNA-Bibliothek wurden 
5 \xg der polyadenylierten RNA-Fraktion fur die cDNA-Synthese einge- 
setzt. Die Synthese folgte den Vorschriften des "Great Lenght cDNA Syn- 
thesis Kit" von Clontech (Heidelberg). Die Erststrangsynthese wurde mit 
einem 01igo(dT) 25 (dN) Primer durchgefiihrt. EcoRI Adaptoren wurden an 
die doppelstrangige cDNA ligiert und cDNA-Molekiile > 500 bp uber 
Chromaspin-Saulen (Clontech) fraktioniert. Nach Ligation der cDNA in die 
EcoRI-Schnittstelle des Vektors XZAPII (Stratagene, Heidelberg) wurden 
die Konstrukte in vitro verpackt (Gigapack Gold II, Stratagene). 

b) Immunscreening der cDNA-Bibliothek 

Das Antiserum gegen den KLH-PF 1022A-Derivat-Komplex wurde fur das 
Immunscreening verwendet. Urn die Anti>E. coli Antikorper aus dem Anti- 
serum zu entfernen, wurde 1:100 verdiinntes Antiserum fur vier Stunden 
bei Raumtemperatur mit Filter-gebundenem E. coli Lysat inkubiert. Ca. 
5.000 "plaque forming units" (pfu) der Bibliothek wurden pro Assay auf 
LB-Agar plattiert und so lange bei 37°C inkubiert, bis Plaques sichtbar 
wurden. Es wurde dann ein mit Isopropyl-B-thiogalakto-pyranosid gesattig- 
ter Nitrocellulosefilter auf die Platte gel egt, um die Expression der Fusions- 
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proteine zu induzieren. Nach einer lnkubationszeit von vier bis 12 Stunden 
bei 42°C wurde der Filter wieder entfernt und mit dem KLH-PF 1022A- 
Konjugat (20 mg/ml) fiir mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur inku- 
biert. Danach wurden die Filter mit Antiserum (1:500 bis 1:1.000 Verdun- 
nung) fiir vier Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Gebundene Antikor- 
per wurden mit alkalischer Phosphatase konjugierten Anti-Kaninchen-Anti- 
korpern und NBT/BCIP-Substratlosung detektiert. 

Positive Agarbereiche wurden ausgestochen (20 bis 30 verschiedene 
Plaques) und die eluierten Phagen wurden einem "rescreening" unterwor- 
fen. Die letztlich isolierten reinen Phagenklone wurden mittels in vitro 
Excision zu Plasmidklonen konvertiert und die Plasmid-DNA fur weitere 
Analysen eingesetzt. 

c) DNA-Analvse 

Die Analyse des Klons erfolgte uber automatisierte Laser-FIuoreszenz- 
Sequenzierung (A.L.F.-DNA Sequencer, Pharmacia Freiburg, bzw. Licor 
4000, MWG, Ebersberg) unter Verwendung des "Auto Read Sequencing" 
System (Pharmacia) bzw. des "Thermo-Sequenase Fluorescence" Sequen- 
zierungskit (Amersham, Braunschweig). Beide Strange der erfindungs- 
gemaBen cDNA wurden mehrmals sequenziert. Sequenzdaten wurden mit 
der GCG Software (Genetics Computer Group Inc., Madison, WI, USA) 
analysiert. Es erfolgte die Benutzung der Protein- bzw. DNA-Bibliotheken 
der EMBL (Heidelberg). 

d) Glyoxal-denaturierte poly-A + -RNA (10 ^g/Spur) wurde in Agarosegelen 
aufgetrennt und auf eine Hybond-N-Membran (Amersham, Braunschweig) 
transferiert (Chomczynski, Anal. Biochem. 201, 1992, S. 134 bis 139). Die 
Hybridisierung des Filters erfolgte uber Nacht bei 65°C in 6 x SSC, 5 x 
Denhardt's Reagenz mit radioaktiv markierter Plasmid-DNA ("random 
priming" mit 50 |aCi [a- 32 P]dCTP). Die Membranen wurden anschlieBend 
unter hoher Stringenz in 0,2 x SSC, 0,5 % SDS bei 65°C gewaschen 
(Sambrock et al., Molecular Cloning: a Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor NY, 1989). 
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Mit Hilfe der in der voriiegenden Anmeldung beschriebenen Techniken konnten 
zwei mRNA-Spezies aus Nematoden kloniert und vollstandig sequenziert werden 
(vgl. Sequenzprotokolle ID No. 1 und 3, Anhang). 

Die erste klonierte cDNA mit der Bezeichnung pHC-2 umfaBt 972 Basen und 
kodiert fur ein Protein mit 207 Aminosauren (vgl. Sequenzprotokoll ID No. 2). 

Die aus mehreren cDNA-Fragmenten (pHC-1) charakterisierte zweite mRNA setzt 
sich aus 3.539 Basen zusammen und kodiert fur ein Protein mit 986 Aminosauren 
(vgl. Sequenzprotokoll ID No. 4). 

Im folgenden Sequenzprotokoll zeigt: 

Seq. ID No. 1 die Nucleotidsequenz der erfindungsgemaBen cDNA (pHC-2) aus 
dem gastrointestinalen Nematoden Haemonchus contorius . Die dargestellte cDNA 
umfaBt 972 Basen, die fur 207 Aminosauren des Proteins gemaB Seq. ID No. 2 
kodieren. Start fur die Kodierung von Protein ID No. 2 ist die Position 1 1. 

Seq. ID No. 2 die aus der Nucleotidsequenz Seq. ID No. 1 abgeleitete Amino- 
sauresequenz des ersten Proteins aus dem gastrointestinalen Nematoden 
Haemonchus contorWs . In dieser Sequenz liegen auf den Positionen 

a) 1-18 NHo-terminales Signalpeptid, Spaltstelle zwischen Aminosauren 18 



d) 157-162 eine antigene Determinante, 

e) 159-164 eine antigene Determinante, 

f) 167 eine Stelle fur N-Glycosylierungen. 

Seq. ID No. 3 die Nucleotidsequenz der erfindungsgemaBen cDNA (pHC-1) aus 
dem gastrointestinalen Nematoden Haemonchus contorius . Die aus mehreren 
cDNAs charakterisierte mRNA besteht aus 3.539 Basen, die fur 986 Aminosauren 
des Proteins gemaB Seq. ID No. 4 kodieren. Start fur die Kodierung von Protein 
ID No. 4 ist die Position 99. 



b) 
c) 



und 19, 

174-190 eine Transmembranregion, 
69-75 eine antigene Determinante, 
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Seq. ID No. 4 die aus der Nucleotidsequenz Seq. ID No. 3 abgeleitete Amino- 
sauresequenz des zweiten Proteins aus dem gastrointestinalen Nematoden 
Haemonchus contortus . In dieser Sequenz liegen auf den Positionen 



a) 


1-18 NH 2 -terminales Signalpeptid, Spaltstelle zwischen Aminosauren 18 




und 19, 


b) 


531-562 erste Transmembrandomane, 


c) 


595-615 zweite Transmembrandomane, 


d) 


673-700 dritte Transmembrandomane, 


e) 


725-744 vierte Transmembrandomane, 


0 


750-774 fiinfte Transmembrandomane, 


g) 


26 eine Stelle fur N-Glycosylierungen, 


h) 


499 eine Stelle fvir N-Glycosylierungen, 


i) 


862 eine Stelle fur N-Glycosylierungen, 


j) 


150-156 eine antigene Determinante, 


k) 


428-434 eine antigene Determinante, 


1) 


799-804 eine antigene Determinante. 



Abbildung i zeigt die Nucleotidsequenz aus Seq ID 1 und zugeordnet die 
Aminosauren des Proteins aus Seq ID 2. 

Abbildung 2 zeigt die Nucleotidsequenz aus Seq ID 3 und zugeordnet die 
Aminosauren des Proteins aus Seq ID 4. 
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SEQUENCE LISTING 



(1) GENERAL INFORMATION: 

(i) APPLICANT: 

(A) NAME: BAYER AG 

(B) STREET: BAYERWERK 

(C) CITY: LEVERKUSEN 

(E) COUNTRY: GERMANY 

(F) POSTAL CODE (ZIP): D- 51368 

(G) TELEPHONE: 0214/ 30 61285 

(H) TELEFAX: 0214/ 30 3482 

(ii) TITLE OF INVENTION: Proteine, dafuer kodierende DNA- Sequenzen, 
dagegen spezifische Antikoerper und ihre Verwendung zum 
Auffinden nematizider Wirkstoffe 

(iii) NUMBER OF SEQUENCES: 4 

(iv) COMPUTER READABLE FORM: 

(A) MEDIUM TYPE: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patent In Release # 1 . 0 , Version #1.30 (EPO) 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 972 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic) 
(iii) HYPOTHETICAL: NO 
(iv) ANTI-SENSE: NO 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Haemonchus contortus 

(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: pHC-2 cDNA- Klon 



(Xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 1: 
GTTTTTCACA ATGAGGTTCA TCACCTCATT GACGCTCCTG GCTTTGGTGA CGATCACCTG 60 
CGGTATTCGT TTCCACGTAC CCGCGAATAA TAAGAAATGT AT GAAAG AAG AAATT C ATAA 120 
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AAATATCGTT GTCACCGGTG AATACGAGTT CAGCGAAGGA ATCGGCTATA CAGGCAGTGT 180 

CCATGTGACA GACACACGAG GACATACGCT GTACAAACGG GAGAAGTTCA GCGATTTGAA 240 

GGGGAAGTTC GCTTTCACAG CTGATGAGTA CGACATTTTC GAAATCTGCA TCAGTAATCA 300 

TGCTCCTATT ACGACAGGTC ATGTACAACC CCGAGAAGTA TCGTTGAAGA TGAAACATGG .360 

AGTCGAAGCG AAGAACT AC G AAGATCTCGC CAAAGCAGAG CAGCTGAAGC CGCTTGAGGT 420 

CGAATTGCGA CGTCTAGAAG ATCTGTCTGA TCAGATTGTG AAGGATTTCG CCTTCATGCG 480 

AC AG C GAGAA GAG GAAAT GA GAAACACAAA CGAGTCCACA AACAGCCGTG TATTATACCT 540 

ATCAATTTTC TCTATGCTTT GTCTTCTGGC CTTGGCTATA TGGCAGGTGA TGTTCTTGCG 600 

CAATTATTTC AAGGCAAAGA AG CT CAT T GA CTGAGCAGCT AGTCGGATTA GGTAGAAACG 660 

• CGTGATTTTT TCCTTGATTT AT GAAGTT AA TTTTTCTGGG TGACTGCCAT TCTTGTCTCA 720 

AAGTTCCCGA AAATCGACTA GACTGTGGTT ATCTATGGCA CTACGTGTGA TACGCTAACC 780 

TTTTCTCTTT TTTAATGCGA GTCACCTGAA TTTTGGCTAA ATCTAGATGT GATGTTGCTG 840 

ACTAATCTTG TTTGTACTCC GTAAT GAT G A TGTGGGTAAC ATGGTTTAAG CTACCTTGTA 900 

CTTATTATTT ATTGTTGATG AATTCGTTAT AATAAATTTG TTTCTTCCAA AAAAAAAAAA 960 

AAAAAAAAAA AA 972 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 207 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
<C) STRANDEDNESS : 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: protein 

{ iii ) HYPOTHETICAL : NO 

(iv) ANTI-SENSE: NO 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Haemonchus contortus 
<C) INDIVIDUAL ISOLATE: PHC 2-Protein 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 2: 

Met Arg Phe lie Thr Ser Leu Thr Leu Leu Ala Leu Val Thr lie Thr 
1 5 10 15 
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Cys' Gly He Arg Phe His Val Pro Ala Asn Asn Lys Lys Cys Met Lys 
20 25 30 

Glu Glu He His Lys Asn He Val Val Thr Gly Glu Tyr Glu Phe Ser 
. 35 40 45 

Glu Gly He Gly Tyr Thr Gly Ser Val. His Val Thr Asp Thr Arg Gly 
50 55 60 

His Thr Leu Tyr Lys Arg Glu Lys Phe Ser Asp Leu Lys Gly Lys Phe 
65 70 75 80 



Ala Phe Thr Ala Asp Glu Tyr Asp 
85 

His Ala Pro He Thr Thr Gly His 
100 

Lys Met Lys His Gly Val Glu Ala 
115 120 

Ala Glu Gin Leu Lys Pro Leu Glu 
130 135 

Leu Ser Asp Gin lie Val Lys Asp 
145 150 

Glu Glu Met Arg Asn Thr Asn Glu 
165 



He Phe Glu He Cys He Ser Asn 
90 95 

Val Gin Pro Arg Glu Val Ser Leu 
105 110 

Lys Asn Tyr Glu Asp Leu Ala Lys 
125 

Val Glu Leu Arg Arg Leu Glu Asp 
140 

Phe Ala Phe Met Arg Gin Arg Glu 

155. 160 

Ser Thr Asn Ser Arg Val Leu Tyr 
170 175 



Leu Ser He Phe Ser Met Leu Cys . Leu Leu Ala Leu Ala lie Trp Gin 
180 185 190 



Val Met Phe Leu Arg Asn Tyr Phe Lys Ala Lys Lys Leu He Asp 
195 200 205 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 3539 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS : single 

(D) TOPOLOGY: linear 



<ii) MOLECULE TYPE: cDNA 

(iii) HYPOTHETICAL: NO 

(iv) ANTI-SENSE: NO 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Haemonchus contortus 

(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

<B) CLONE: PHC-l(full) 
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(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 3: 

TTCTGGCCGT CATCGCCGTT GATGCTGTCG CTTTCAGAAC GTCTCTTCTA TTACTAATTC 60 

GAAAATTGAC GTGAATGAGC AGTTCGGTTT AATACCAACA TGAGGAATGT ATATATTCTT 120 

CTGCTATCCG TCGTTGGGAC GTTTACCGTC GCAGAAGAAT TGCCAGCTCA ATCAAACAGT 180 

TCCATTGTAG TATGCGAAGG TGGTACAGCC GAATTGGAAT GTCCCCATGG TATGGTCATT 240 

TCAATAGCTC TGGCAAATTA TGGCCGATAT TCGGCTCGGG TTTGCTACGA GAACGAGGAA 300 

CTGGACGATG TGGTACCGAT GACTCAATGC CATAACCCTA AAACGATGCC GACCCTTAGG 3 60 

AAAAGTTGTG ATGGACGTCG TGAATGTCAT TTTGTGGTTG GTAACGACTT CTTCGTACAT 420 

GATCCATGCC CAGGAGTGAA GAAATACCTT GAAGTCACAT ATCTGTGTGT TGCTGATGTG 4 80 

ACTAC CACAA CAACCACTAC GACGACGACC ACCACCACTA CCACTACATC CACCACAACA 54 0 

GAGGTGGAGG ATGATGTTAA AGAAGAT AT G AGCGCGAAAT CTGCACCATC GACGTGTGCA 600 

GCGACTTCGA GAAGAGGAAT CGAATGGCCT GCGACCATTT CTGGGACGAC GGTGAACCGG 660 

CCATGTCCCG AAGGCACGAG AGGCACGTCC TCATGGAAAT GTTCCGCCGA GGGGCTGTGG 7 20 

TCTGAACCTG GTCCAAATAC AATAGAGTGT CGCAGTGATT GGACCATTCA GCGGCAGGAT 7 80 

GCTCTTGAAG AG AC GAT AAA AGATCAGGAT GCAAGCGGAA TTCCGGAGCT TCTTCGAGCG 8 40 

ATGACGTCTG ATACCCGAAG ACCTATGGTA GCTGGTGATT TGCCAAAACT TCTAAACATT 900 

CTTGACATCG TTCAAGATGT TGTTGGCAGA GAAGTGTGGG CAAAAAGTAG CCAGAAGTTG 960 

GTGAACCAGC TTATTGTGAA TGTCGTACAT AATGCCCTTC GAGCGAAGGA AATGTGGCAG 1020 

AACTGGCCGT CAGTGAAGCG TCAAACTTTC GCCACAAGAC TTTTGAATGG TGTTGAACGA 1080 

GCCATGACCT CCTCCTCAAC AACTGTCTAT TCGTCTGAGA AC TAT GTGCA ACCGTTGGTG 1140 

ATGACAGAGA TGAGCGAAAG CATTCGGACT TCTTCGCAAC CATCGAACTA CTTCCTATTC 1200 

CCTTCAATGG CCTTGTGGGC TGGTGAAAAT AACGTGGATA GCGTTGACGT TCCAAGGGAA 1260 

GCTCTCGAAA TGACAGGATT GGACCGTGCC CGAGTCTACT ATGCGTCTTT TGCGAACATT 1320 

GGTGAGGAAA TGGAACCTCC G GT GG AG AT A TCAGCAGGAT CTGAACAGAA GCCGACTGGA 1380 

CTAGAAAGAC GTCGCCGAAT TGTTTCACGT GTGGTGGCCG TGTCGCTTGT TCTCGATGGC 1440 

AAAGTCATAA GGCTACCAAT ACTTCCTAAG CC GAT CATC A TCACATTCCA TCATTACCCT 1500 

GAGGCTTTAC GGCGGAT GTC CTCACCTGAA TGTTCTTGGT GGGAT ACT G A AGAC AT GAAG 1560 
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TGGTCTACAA GTGGATGCTC CCTACAATCG CATAATTCTA CTCATACCGT ATGCGCTTGT 162 0 

AGTCATATGA CTCACTTTGC CGTTTTGATG GATTATGTCG GTCATGAGAT TTCCTCCGAG 168 0 

GATAATCAGC TTCTTACATT TCTCACATAT ACCGGTTGCA CGCTGTCAAT AGTCTGCCTT 1740 

ACTCTGACAT TCTTCTGTTT TGTTGTCTTC ATCAAAGGAG. GAGGCGATAG GGTTTTCATT 1800 

C AT AAAAAT C TCTGCGCTTC TCTTGGTATA GCCGAACTGG TGTTCCTCGC TGGAATTTGG 1860 

AGGACAGAAG AAAAGTTTGA ATGCGGTATG ATCGCTGGTT GCCTCCTTTA TTTCTTTCTA 1920 

TCGGCTTTAA CCTGGATGTT ACTCGAGGGC TACCAGCTTT ACCAGATGCT TGTTGAGGTG 1980 

TTCCCTGCCT CGCGACGTCG ATTCACCTTT TTCCTTGTTG GCTATGGCCT GCCAGCTATC 2040 

ATTACTGGAG CAGCCGCTTA TTACGACCCG ACTGGTTTTG GAACACGCAA TCATTGCTGG 2100 

TTACGCACCG ACAACCTTTT CATTTTATTC TTTGTCGCAC CAGCAGCTGT GATTTTACTG 2160 

ACGAATACGA TGTTCCTGTT CATGACTATG TGCATTGTAT ACAGACATTC GAAGTATATC 2220 

CCCTGTAGGC ATGCTGCGGA TAATGGAGGT GACATAAGGA CTTGGGTCAA AGGAGCGATG 2280 

GGTCTGGTCT GTCTACTTGG TGTCACATGG ACTTGTGGCC TTCTCTGGAT CGATGATGGC 2340 

CATTCGATAG TGATGGCATA CGCGTTTACC ATTGCGAATT CCCTTCAGGG TCTTTTCATC 2400 
TTTGTCTTCC ATGTGCTCTG CTCAGAGAAG ATGCGTTACG ATATTGCCCG ATGGTGTGGC 24 60 

AAGCATGGCC TTTCATGTAT CAGCTCTGGC TCCCGTGATA CCTCTAGGGA TCTACAAAAA 2520 
CGTGGAACTA TGTCACCGTC GGAGAGGAGT GGCAGCGAAT TCATCTATCC CACATCGGAG 2580 
AAGATGCACA CATCTCCTCG TGGATTGGAA TCCTCTCTCA GCTCGGCCTA TCCTCAACAA 264 0 
CCACTCATCC ACCACTATCA GCGTCGTCCA CCGCAACAGC CTAATGGAAC TTATGACTAC 2700 
GCAACAATTG CGTATGGCGA GATGGTACCA GGCCATATGT TACCACGCAT GGCCTCCTCG 27 60 
TTTCCTCATC CAGGTGTTGC CATCCATTAT CCCTCATTCG ATCTGGATTC CTCCTACCAA 2820 
CCCCAGATCT TCCATCATCG CCCTCCACCA GACTTTTCTC CACCACCGCC ACCTCCTGCC 288.0 
CAGGGTACAA CACCTTCAAA AGTAATCCGT CCCCCATCAT C C AAGAT GAG TGACGACTCG 2940 
GCCTATTCCG ATGGTGGATC GTCGTCCGTA CTCACCACGG AAGTCACACC GTCTGGAGCG 3000 
ACTGTGCTTC GAATGGATTT GGGCAGAAAT CAACCGCCTA ACTATTGGCG AAATGTTTGA 3060 
GCATGTGTCC CTGTAAATGT TTCCTCGAGA GAGATTTTTG CCGAGGTTGT GCGCTTCAGT 3120 
CACGGTTTAT GACGATCCGG GTGCTTTTGC AATCATTTTG ATGTGTTCGA TTTGTTCTTC 3180 
CTTGGTATCC AAGGGCTTTC ATCGTCTTCC GGACATTCTG TCACTTTTCT ACACTCTAAT 32 40 



WO 98/15625 



- 34 - 



PCT/EP97/05314 



GCTCCAACTG TCGTTAATAT CAGCATATCA TCGTCACAAT TATGCGCCAT TTTTTCTCAG 3300 

ATTACCGGTT TCCTTTGTAC ATTTGTGGAT TGTAGTTGTA GCTAAACTGT AGCTATTCAG 3360 

AGGTATTTTT GATCTAGTCG ATAATAGCGC AATATTGTTT TACTAATTAC TAAGTACTAA 3420 

TTGTTTTTTT AAGTCCGATT CCTGCCTTCT ATGGAAAAAT TTTGTTTTCG TTTCCATCCC 3480 

GTATCATACT TTTAGGTTGA GAT C AAT AAA AACGTAAAAT TTGAAAAAAA AAAAAAAAA 3 539 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 986 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 

(C) STRANDEDNESS: 

(D) TOPOLOGY: unknown 

(ii) MOLECULE TYPE: protein 
(iii) HYPOTHETICAL: YES 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Haemonchus contortus 

(vix) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: PHC1 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 4: 

Met Arg Asn Vai Tyr lie Leu Leu Leu Ser Val Val Gly Thr Phe Thr 
1 5 .10 15 

Val Ala Glu Glu Leu Pro Ala Gin Ser Asn Ser Ser lie Val Val Cys 
20 25 30 

Glu Gly Gly Thr Ala Glu Leu Glu Cys Pro His Gly Met Val He Ser 
35 40 45 

He Ala Leu Ala Asn Tyr Gly Arg Tyr Ser Ala Arg Val Cys Tyr Glu 
50 55 60 

Asn Glu Glu Leu Asp Asp Val Val Pro Met Thr Gin Cys His Asn Pro 
65 70 75 80 

Lys Thr Met Pro Thr Leu Arg Lys Ser Cys Asp Gly Arg Arg Glu Cys 
85 90 95 

His Phe Val Val Gly Asn Asp Phe Phe Val His Asp Pro Cys Pro Gly 
100 105 110 



Val Lys Lys Tyr Leu Glu Val Thr Tyr Leu Cys Val Ala Asp Val Thr 
115 120 125 
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Thr- Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Ser 
130 135 140 

Thr Thr Thr Glu Val Glu Asp Asp Val Lys Glu Asp Met Ser Ala Lys 
145 150 155 160 

Ser Ala Pro Ser Thr Cys Ala Ala Thr. Ser Arg Arg Gly lie Glu Trp 
165 170 1-75 

Pro Ala Thr lie Ser Gly Thr Thr Val Asn Arg Pro Cys Pro Glu Gly 
180 185 190 

Thr Arg Gly Thr Ser Ser Trp Lys Cys Ser Ala Glu Gly Leu Trp Ser 
195 200 205 

Glu Pro Gly Pro Asn Thr He Glu Cys Arg Ser Asp Trp Thr He Gin 
210 215 220 

Arg Gin Asp Ala Leu Glu Glu Thr He Lys Asp Gin Asp Ala Ser Gly 
225 230 235 240 

He Pro Glu Leu Leu Arg Ala Met Thr Ser Asp Thr Arg Arg Pro Met 
245 250 255 

Val Ala Gly Asp Leu Pro Lys Leu Leu Asn lie Leu Asp He Val Gin 
260 265 270 

Asp Val Val Gly Arg Glu Val Trp Ala Lys Ser Ser Gin Lys Leu Val 
275 280 285 

Asn Gin Leu He Val Asn Val Val His Asn Ala Leu Arg Ala Lys Glu 
290 295 300 

Met Trp Gin Asn Trp Pro Ser Val Lys Arg Gin Thr Phe Ala Thr Arg 
305 310 315 320 

Leu Leu Asn Gly Val Glu Arg Ala Met Thr Ser Ser Ser Thr Thr' Val 
325 330 335 

Tyr ser Ser Glu Asn Tyr Val Gin Pro Leu Val Met Thr Glu Met Ser 
340 345 350 

Glu Ser He Arg Thr Ser Ser Gin Pro Ser Asn Tyr Phe Leu Phe Pro 
355 360 365 

Ser Met Ala Leu Trp Ala Gly Glu Asn Asn Val Asp Ser Val Asp Val 
370 375 380 

Pro Arg Glu Ala Leu Glu Met Thr Gly Leu Asp Arg Ala Arg Val Tyr 
385 390 395 400 

Tyr Ala Ser Phe Ala Asn He Gly Glu Glu Met Glu Pro Pro Val Glu 
405 410 415 



He Ser Ala Gly Ser Glu Gin Lys Pro Thr Gly Leu Glu Arg Arg Arg 
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420 



425 



430 



Arg lie Val Ser Arg Val Val Ala Val Ser Leu Val Leu Asp Gly Lys 
435 440 445 

Val lie Arg Leu Pro lie Leu Pro Lys Pro lie He He Thr Phe His 
450 455 460 

His Tyr Pro Glu Ala Leu Arg Arg Met Ser Ser Pro Glu Cys Ser Trp 
465 470 475 480 

Trp Asp Thr Glu Asp Met Lys Trp Ser Thr Ser Gly Cys Ser Leu Gin 
485 490 495 

Ser His Asn Ser Thr His Thr Val Cys Ala Cys Ser His Met Thr His 
500 505 510 

Phe Ala Val Leu Met Asp Tyr Val Gly His Glu He Ser Ser Glu Asp 
515 520 525 

Asn Gin Leu Leu Thr Phe Leu Thr Tyr Thr Gly Cys Thr Leu Ser He 
530 535 540 

Val Cys Leu Thr Leu Thr Phe Phe Cys Phe Val Val Phe He Lys Gly 
545 550 555 560 

Gly Gly Asp Arg Val Phe He His Lys Asn Leu Cys Ala Ser Leu Gly 
565 570 575 

He Ala Glu Leu Val Phe Leu Ala Gly He Trp Arg Thr Glu Glu Lys 
580 585 590 

Phe Glu Cys Gly Met He Ala Gly Cys Leu Leu Tyr Phe Phe Leu Ser 
595 600 605 

Ala Leu Thr Trp Met Leu Leu Glu Gly Tyr Gin Leu Tyr Gin Met Leu 
610 615 620 

Val Glu Val Phe Pro Ala Ser Arg Arg Arg Phe Thr Phe Phe Leu Val 
625 630 635 640 

Gly Tyr Gly Leu Pro Ala He lie Thr Gly Ala Ala Ala Tyr Tyr Asp 
645 650 655 

Pro Thr Gly Phe Gly Thr Arg Asn His Cys Trp Leu Arg Thr Asp Asn 
660 665 670 

Leu Phe He Leu Phe Phe Val Ala Pro Ala Ala Val He Leu Leu Thr 
675 680 685 

Asn Thr Met Phe Leu Phe Met Thr Met Cys He Val Tyr Arg His Ser 
690 695 700 



Lys Tyr He Pro Cys Arg His Ala Ala Asp Asn Gly Gly Asp He Arg 
705 710 715 * 720 
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Thr' Trp Val Lys Gly Ala Met Gly 

."725 

Trp Thr Cys Gly Leu Leu Trp lie 
740 

Ala Tyr Ala Phe Thr lie Ala Asn 
755 760 

Val Phe His Val Leu Cys Ser Glu 
770 775 



Leu Val Cys Leu Leu Gly Val Thr 
730 735 

Asp Asp Gly His Ser lie Val Met 
745 750 

Ser Leu Gin Gly Leu Phe lie Phe 
765 

Lys Met Arg Tyr Asp lie Ala Arg 
780 



Trp Cys Gly Lys His Gly Leu Ser Cys lie Ser Ser Gly Ser Arg Asp 
785 790 795 800 

Thr Ser Arg Asp Leu Gin Lys Arg Gly Thr Met Ser Pro Ser Glu Arg 
805 810 815 

Ser Gly Ser Glu Phe lie Tyr Pro Thr Ser Glu Lys Met His Thr Ser 
820 825 830 

Pro Arg Gly Leu Glu Ser Ser Leu Ser Ser Ala Tyr Pro Gin Gin Pro 
835 840 845 

Leu lie His His Tyr Gin Arg Arg Pro Pro Gin Gin Pro Asn Gly Thr 
850 855 860 

Tyr Asp Tyr Ala Thr lie Ala Tyr Gly Glu Met Val Pro Gly His Met 
865 870 875 880 

Leu Pro Arg Met Ala Ser Ser Phe Pro His Pro Gly Val Ala lie His 
885 890 895 

Tyr Pro Ser Phe Asp Leu Asp Ser Ser Tyr Gin Pro Gin lie Phe His 
900 905 910 

His Arg Pro Pro Pro Asp Phe Ser 'Pro Pro Pro Pro Pro Pro Ala Gin 
915 920 925 

Gly Thr Thr Pro Ser Lys Val lie Arg Pro Pro Ser Ser Lys Met Ser 
930 935 940 

Asp Asp Ser Ala Tyr Ser Asp Gly Gly Ser Ser Ser Val Leu Thr Thr 
945 950 955 960 



Glu Val Thr Pro Ser Gly Ala Thr Val Leu Arg Met Asp Leu Gly Arg 
965 970 975 



Asn Gin Pro Pro Asn Tyr Trp Arg Asn Val 
980 985 
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Pntentansnruche 

1. Proteine, sowie Teilstiicke dieser Proteine, die mit gegen parasitierende 
Nematoden wirkenden Stoffen aus der Gruppe der cyclischen oder offen- 
kettigen Depsipeptide, die aus Aminosauren und Hydroxycarbonsauren 
bestehen, reagieren. 

2. DNA-Sequenzen, die fur Proteine bzw. fur Teilstiicke dieser Proteine 
kodieren, die mit gegen parasitierenden Nematoden wirkenden Stoffen aus 
der Gruppe der cyclischen oder offenkettigen Depsipeptide, die aus Amino- 
sauren und Hydroxycarbonsauren bestehen, reagieren. 

3. Proteine oder ihre Teilstiicke, die mit gegen parasitierenden Nematoden 
wirkenden Stoffen aus der Gruppe der cyclischen oder offenkettigen Depsi- 
peptide, die aus Aminosauren und Hydroxycarbonsauren bestehen, reagie- 
ren, zur Identifizierung von Stoffen mit Wirkung gegen parasitierende 
Nematoden aus der Gruppe der cyclischen oder offenkettigen Depsipeptide, 
die aus Aminosauren und Hydroxycarbonsauren bestehen. 

4. Verfahren zur Identifizierung der Proteine und ihrer Teilstiicke, die mit 
gegen parasitierenden Nematoden wirkenden Stoffen aus der Gruppe der 
cyclischen oder offenkettigen Depsipeptide, die aus Aminosauren und 
Hydroxycarbonsauren bestehen, reagieren, sowie die Herstellung der Pro- 
teine oder ihrer Teilstiicke iiber rekombinante Technologic 

5. Protein, das mit gegen parasitierenden Nematoden wirkenden Stoffen aus 
der Gruppe der cyclischen oder offenkettigen Depsipeptide, die aus Amino- 
sauren und Hydroxycarbonsauren bestehen, reagiert, isoliert aus einer para- 
sitaren Nematodenspezies, dadurch gekennzeichnet, dal3 es eine Sequenz 
von 207 Aminosauren aufweist und ein Molekulargewicht von 23.991g/mol 
besitzt. 

6. Protein gemaG Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB es die 
Aminosauresequenz gemafl Sequenzprotokoll ID Seq No. 2 aufweist. 

7. Protein gemaB Anspruch I, dadurch gekennzeichnet, daB es eine Transmem- 
branregion, eine N-Glycosyiierungsstelle, drei Determinanten sowie ein 
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Signalpeptid aufweist, die den folgenden Positioner) und Sequenzen des 
Proteins in Sequenzprotokoll ID No. 2 entsprechen: 



a) 
b) 
c) 
d) 
e) 
0 



1-18 NH 2 -terminales Signalpeptid, 
174-190 eine Transmembranregion, 
69-75 eine antigene Determinante, 
157-162 eine antigene Determinante, 
159-164 eine antigene Determinante, 



167 eine Stelle fur N-Glycosylierungen. 



8. Protein, das mit gegen parasitierenden Nematoden wirkenden Stoffen aus 
der Gruppe der cyclischen oder offenkettigen Depsipeptide, die aus 
Aminosauren und Hydroxycarbonsauren bestehen, reagiert. isoliert aus 
einer parasitaren Nematodenspezies, dadurch gekennzeichnet, da(3 es eine 
Sequenz von 986 Aminosauren aufweist und ein Molekulargewicht von 
109.740 g/mol besitzt. 

9. Protein gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB es die Amino- 
sauresequenz gemaB dem Sequenzprotokoll ID Seq. No. 4 aufweist. 

10. Protein gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es funf Trans- 
membranregionen, drei N-Glycosylierungsstellen, drei Determinanten sowie 
ein Signalpeptid aufweist, die den folgenden Positionen und Sequenzen des 
Proteins in Sequenzprotokoll ID No. 4 entsprechen: 



a) 


1-18 NH 2 -terminales Signalpeptid, 


b) 


531-562 erste Transmembrandomane 


c) 


595-615 zweite Transmembrandomane 


d) 


673-700 dritte Transmembrandomane 


e) 


725-744 vierte Transmembrandomane 


0 


750-774 funfte Transmembrandomane 


g) 


26 eine Stelle fur N-Glycosylierungen 


h) 


499 eine Stelle fur N-Glycosylierungen 


i) 


862 eine Stelle fur N-Glycosylierungen 


j) 


150-156 eine antigene Determinante 


k) 


428-434 eine antigene Determinante 


1) 


799-804 eine antigene Determinante 
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11. Verwendung des Proteins gemaB Anspruch 1 zur Unterscheidung von 
nematizid wirkenden cyclischen oder offenkettigen Depsipeptiden, beste- 
hend aus Aminosauren und Hydroxycarbonsauren als Bausteine. 

12. Testsysteme unter Verwendung der Proteine gemaB Anspruch 1 zur 
Identifizierung von nematizid wirkenden cyclischen oder offenkettigen 
Depsipeptiden, bestehend aus Aminosauren und Hydroxycarbonsauren als 
Bausteine. 

13. Komplexe, bestehend aus einem cyclischen oder offenkettigen Depsipeptid, 
das aus Aminosauren oder Hydroxycarbonsauren besteht und geeigneten 
Liganden zur Erzeugung von Antikorpern gegen diese Depsipeptide. 

14. Polyklonale oder monoklonale Antikorper gegen cyclische oder offenkettige 
Depsipeptide, bestehend aus Aminosauren und Hydroxycarbonsauren als 
Bausteine, hergestellt unter Verwendung der Komplexe gemaB Anspruch 
10. 

15. Verwendung der Antikorper gemaB Anspruch 1 1 als nematizide Wirkstoffe. 

16. DNA-Sequenz gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die 
gesamte cDNA die Sequenz gemaB Sequenzprotokoll ID No. 1 aufweist. 

17. DNA-Sequenz gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die 
gesamte cDNA die Sequenz gemaB Sequenzprotokoll ID No. 3 aufweist. 

18. Rekombinant hergestellte DNA, die fur die gesamte Aminosauresequenz, 
Aminosaurepartialsequenzen, Analoga, Homologa, Derivate oder daraus 
resultierende Kombinationen der Aminosauresequenz der Proteine gemaB 
Anspruch 1, kodiert und die gegebenenfalls in ein geeignetes Expressions- 
system eingebaut ist. 

19. Ein Verfahren zur Herstellung von Antikorpern gemaB Anspruch 14, da- 
durch gekennzeichnet, daB man 

a) einen nematiziden Wirkstoff aus der Gruppe der cyclischen oder 
offenkettigen Depsipeptide, bestehend aus Aminosauren und 
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Hydroxycarbonsauren als Bausteine, als Hapten mit einem Carrier- 
molekul konjugiert, 

b) ein Donor-Tier mittels geeigneter Applikation mit diesem Hapten- 
Carrier-Konjugat immunisiert, 

c) die Spezifitat der gebildeten Antikorper bestimmt, 

d) gegebenenfalls die Konzentration der gebildeten spezifischen Anti- 
korper bestimmt, 

e) die aus Seren oder Antikorper produzierenden Lymphozyten gewon- 
nenen spezifischen Antikorper abtrennt und gegebenenfalls reinigt. 

20. Verfahren gemaB Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB man als 
Carriermolekul makromolekulare Verbindungen verwendet, die frei zugang- 
liche reaktive Gruppen fur die Kupplungsreaktion mit offenkettigen oder 
cyciischen Depsipeptiden aufweisen und in der Lage sind, besagten Ver- 
bindungen eine immunogene Potenz zu verleihen. 

21. Verfahren gemaB dem Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB man ein 
lysinreiches Protein mit einem Molekulargewicht zwischen 10.000 und 
1.500.000 verwendet. 

22. Ein Verfahren gemaB dem Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB man 
ein Protein auswahlt aus der Gruppe bestehend aus "Bovine Serum 
Albumin" (BSA), "Keyhole Limpet Protein" (KLP), Humanes Serum- 
albumin (HSA), "Porcine Thyreoglobulin", B2 Microglobulin, Haemo- 
cyanin, Immunoglobuline; Toxine; Polysaccharide; Lipopolysaccharide; 
natiirliche oder synthetische Polyadenyl- und Polyuridylsauren; Polyalanyl- 
und Polylysin-Polypeptide; oder Zellmembrankomponenten verwendet. 



WO 98/15625 



PCT/EP97/05314 



Translation of the nucleic acid sequence (pHC-2DNA) 

10 20 30 40 50 60 

I I I I I I 

1 GTTTTTCACAATGAGGTTCATCACCTCATTGACGCTCCTGGCTTTGGTGACGATCACCTGC 

MRFITSLTLLALV TITC 

62 GGTATTCGTTTCCACGT ACCCGCG A ATA ATA AG A A ATGTATG A A AG A AGA A ATTC ATA A A 

G ^ I R FHV PANNK KCM KEE I HK 
1 2 2 A ATATCGTTGTC ACCGGTGA ATACGAGTTCAGCGA AGGA ATCGGCTATAC AGGCAGTGTC 

NiVVTGEY-EFSEGIGYTGSV 
182 CATGTGACAGACACACGAGGACATACGCTGTACAAACGGGAGAAGTTCAGCGATTTGAAG 

HVT DTR GH TLYKR EK FS D LK 
24 2 GGGAAGTTCGCTTTCACAGCTGATGAGTACGACATTTTCGAAATCTGCAT-CAGTAATCAT 

GKF AFTADEYDIFEICISNH 
302 GCTCCTATTACGACAGGTCATGTACAACCCCGAGAAGTATCGTTGAAGATGAAACATGGA 

APITTGHVQPREVSLKMKHG 
362 GTCGAAGCGAAGAACTACGAAGATCTCGCCAAAGCAGAGCAGCTGAAGCCGCTTGAG.GTC 

veaknyedlaka'eqlkpl.ev 

4 2 2 GA ATTGCG ACGTCTAGA AG ATCTGTCTG ATC AGATTGTGA AGGATTTCGCCTTC ATGCG A 

EL RRLEDLSDQIVKDF AFMR 
482 CAGCGAGAAGAGGAAATGAGAAACACAAACGAGTCCACAAACAGCCGTGTATTATACCTA 

QREEEMRNTNESTNSRVLYL 
54 2 TCAATTTTCTCTATGCTTTGTCTTCTGGCCTTGGCTATATGGCAGGTGATGTTCTTGCGC 

SIFS MLCLLALAIWQVMFLR 
602 AATTATTTCAAGGCA AAGAAGCTCATTGACTGAGCAGCTAGTCGGATTAGGTAGAAACGC 

NYFKAKKLID + 
66 2 GTGATTTTTTCCTTGATTTATGAAGTTAATTTTTCTGGGTGACTGCCATTCTTGTCTCAA 
7 2 2 AGTTCCCGA AA ATCGACTAGACTGTGGTTATCTATGGCACTACGTGTGATACGCTA ACCT 
782 TTTCTCTTTTTTAATGCGAGTCACCTGAATTTTGGCTAAATCTAGATGTGATGTTGCTGA 
842 CTAATCTTGTTTGTACTCCGTAATGATGATGTGGGTAACATGGTTTAAGCTACCTTGTAC 
90 2 TTATTATTTATTGTTG'AT GAATTC GTTAT AATAAA TTTGTTTCTTCCAAAAAAAAAAAAA 
962 AAAAAA AAAA A 
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Translation of a nucleic acid sequence 

Done on DNA sequence PHC1FULL. 
Total number of bases is: 3539. 
Analysis done on the complete sequence. 
Done on (absolute) phase (s): 1. 
Using the Universal genetic code. 



10 20 30 40 

TTC TGG CCG TCA TCG CCG TTG ATG CTG TCG CTT TCA GAA CGT CTC TTC 

50 60 70 80 90 

| I I I I 

TAT TAC TA A TTC GAA A AT TGA CGT GAA TGA GCA GTT CGG TTT AAT ACC 

100 HO 120 130 140 

i.AC ATG AGG AAT GTA TAT ATT CTT CTG CTA TCC GTC GTT GGG ACG TTT 
MET Arg Asn Val Tyr lie Leu Leu Leu Ser Val Val Gly Thr Phe 

150 160 170 180 190 

ACC GTC GCA GAA GAA TTG CCA GCT CAA TCA AAC AGT TCC ATT GTA GTA 
Thr Val Ala Glu Glu Leu Pro Ala Gin Ser Asn Ser Ser lie Val Val 

200 210 220 230 240 

TGC GAA GGT GGT ACA GCC GAA TTG GAA TGT CCC CAT GGT. ATG GTC ATT 
Zys Glu Gly Gly Thr Ala Glu Leu Glu Cys Pro His Gly MET V a l lie 

250 260 270 280 

TCA ATA GCT CTG GCA AAT TAT GGC CGA TAT TCG GCT CGG GTT TGC TAC 
Ser lie Ala Leu Ala Asn Tyr Gly Arg Tyr Ser Ala Arg Val Cys Tyr 

'90 300 310 320 330 

I I I I I 

SAG AAC GAG GAA CTG GAC GAT GTG GTA CCG ATG ACT CAA TGC CAT AAC 

Glu Asn Glu Glu Leu Asp Asp Val Val Pro MET Thr Gin Cys His Asn 

340 350 360 370 380 

XT AAA ACG ATG CCG ACC CTT AGG AAA AGT TGT GAT GGA CGT CGT GAA 
Pro Lys Thr MET Pro Thr Leu Arg Lys Ser Cys Asp Gly Arg Arg Glu 

390 400 410 420 430 

TGT CAT TTT GTG GTT GGT AAC GAC TTC TTC GTA CAT GAT CCA TGC CCA 
Cys His Phe Val Val Gly Asn Asp Phe Phe Val His Asp Pro Cys Pro 

440 450 460 470 480 

GGA GTG AAG AAA TAC CTT GAA GTC ACA TAT CTG TGT GTT GCT GAT GTG 
31v Val Lys Lys Tyr Leu Glu Val Thr Tyr Leu Cys Val Ala Asp Val 
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„ 3 / 8 " 



490 500 510 520 

I I I I 

ACT ACC ACA ACA ACC ACT ACG ACG ACG ACC ACC ACC ACT ACC ACT ACA 

Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr.Thr Thr Thr 

330 540 550 560 570 

TCC ACC ACA ACA GAG GTG GAG GAT GAT GTT AAA GAA GAT ATG AGC GCG 
5er Thr.Thr Thr Glu V a l Glu Asp Asp Val Lys Glu Asp MET Ser Ala 

580 590 600 610 620 

III I I 

AAA TCT GCA CCA TCG ACG TGT GCA GCG ACT TCG AGA AGA GGA ATC GAA 

Lys Ser Ala Pro Ser Thr Cys Ala Ala Thr Ser Arg Arg Gly He Glu 

630 640 650 660 670 

TGG CCT GCG ACC ATT TCT GGG ACG ACG GTG AAC CGG CCA TGT CCC GAA 
Trp Pro Ala Thr lie- Ser Gly Thr Thr Val Asn Arg Pro Cys Pro Glu 

680 690 700 710 720 

I i I I I 

GGC ACG AGA GGC ACG TCC TCA TGG AAA TGT TCC GCC GAG GGG CTG TGG 

Gly Thr Arg Gly Thr Ser Ser Trp Lys Cys Ser Ala Glu Gly Leu Trp 

730 740 750 760 

TCT GAA CCT GGT CCA AAT ACA ATA GAG TGT CGC AGT GAT TGG ACC ATT 
Ser Glu Pro Gly Pro Asn Thr lie Glu Cys Arg Ser Asp Trp Thr He 

-70 780 790 800 810 

CAG CGG CAG GAT GCT CTT GAA GAG ACG ATA AAA GAT CAG GAT GCA AGC 
Gin Arg Gin Asp Ala Leu Glu Glu Thr He Lys Asp Gin Asp Ala Ser 

320 830 840 850 860 

I I I 1 I 

3GA ATT CCC GAG CTT CTT CGA GCG ATG ACG TCT GAT ACC CGA AGA CCT 

" llv He Pro Glu Leu Leu Arg Ala MET Thr Ser Asp Thr Arg Arg Pro 



870 880 890 900 910 

I I I I I 

ATG GTA GCT GGT GAT T.TG CCA AAA CTT CTA AAC ATT CTT GAC ATC GTT 

MET Val Ala Gly Asp Leu Pro Lys Leu Leu Asn lie Leu Asp He Val 



920 930 940 950 960 

I I III 

:AA GAT GTT GTT GGC AGA GAA GTG TGG GCA AAA AGT AGC CAG AAG TTG 

Gin Asp Val Val Gly Arg Glu Val Trp Ala Lys Ser Ser Gin Lys Leu 

970 980 990 1000 

GTG AAC CAG CTT ATT GTG AAT GTC GTA CAT AAT GCC CTT CGA GCG AAG 

Val Asn Gin Leu He Val Asn Val Val His Asn Ala Leu Arg Ala Lys 

010 1020 1030 1040 1050 

GAA ATG TGG CAG AAC TGG CCG TCA GTG AAG CGT CAA ACT TTC GCC ACA 

3iu MET Trp Gin Asn Trp Pro Ser Val Lys Arg Gin Thr Phe Ala Thr 
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1060 1070 1080 1090 1100 

I I I I > 

AGA CTT TTG AAT GGT GTT GAA CGA GCC ATG ACC TCC TCC TCA ACA ACT 

Arg Leu Leu Asn Gly V a l Glu Arg Ala MET Thr Ser Ser Ser Thr Thr 

1110 1120 1130 1140 1.150 

GTC TAT TCG TCT GAG A AC TAT GTG CAA CCG TTG GTG ATG ACA GAG ATG 

Val Tyr Ser Ser Glu Asn Tyr Val Gin Pro Leu Val MET Thr Glu MET 

1160 1170 1180 1190 1200 

AGC GAA AGC ATT CGG ACT TCT TCG CAA CCA TCG AAC TAC TTC CTA TTC 

Ser Glu Ser He Arg Thr Ser Ser Gin Pro Ser Asn Tyr Phe Leu Phe 

1210 1220 1230 1240 

CCT TCA ATG GCC TTG TGG GCT GGT GAA AAT AAC GTG GAT AGC GTT GAC . 

Pro Ser MET Ala Leu Trp Ala Gly Glu Asn Asn Val Asp Ser Val Asp 

1230 1260 1270 1280 12.90 

GTT CCA AGG GAA GCT CTC GAA ATG ACA GGA TTG GAC CGT GCC CGA GTC 

Val Pro Arg Glu Ala Leu Glu MET Thr Gly Leu Asp Arg Ala Arg Val 

1300 1310 1320 1330 1340 

TAC TAT GCG TCT TTT GCG AAC ATT GGT GAG GAA ATG GAA CCT CCG GTG 

Tyr Tyr Ala Ser Phe Ala Asn He Gly Glu Glu MET Glu Pro Pro Val 

1350 1360 1370 1380 1390 

GAG ATA TCA GCA GGA TCT GAA CAG AAG CCG ACT GGA CTA GAA AGA CGT 

Glu lie Ser Ala Gly Ser Glu Gin Lys Pro Thr Gly Leu Glu Arg Arg 

1400 1410 1420 1430 1440 

GGC CGA ATT GTT TCA CGT GTG GTG GCC GTG TCG CTT GTT CTC GAT GGC 

Arg Arg He Val Ser Arg Val Val Ala Val Ser Leu Val Leu Asp Gly 

1450 1460 1470 1480 

AAA GTC ATA AGG CTA CCA ATA CTT CCT AAG CCG ATC ATC ATC ACA TTC 

Lys Val lie Arg Leu Pro lie Leu Pro Lys Pro He He lie Thr Phe 

1490 1500 1510 1520 1530 

GAT CAT TAC CCT GAG GCT TTA CGG CGG ATG TCC TCA CCT GAA TGT TCT 

liis His Tyr Pro Glu Ala Leu Arg Arg MET Ser Ser Pro Glu Cys Ser 

1540 1550 1560 1570 1580 

~GG TGG GAT ACT GAA GAC ATG AAG TGG TCT ACA AGT GGA TGC TCC CTA 

Trp Tr? Asp Thr Glu Asp MET Lys Trp Ser Thr Ser Gly Cys Ser Leu 

1590 1600 1610 1620 1630 

~AA TCG CAT AAT TCT ACT CAT ACC GTA TGC GCT TGT AGT CAT ATG ACT 

Gin Ser His Asn Ser Thr His Thr Val Cys Ala Cys Ser His MET Thr 
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16 40 1650 1660 1670 1680 

CAC TTT GCC GTT TTG ATG GAT TAT GTC GGT CAT GAG ATT TCC TCC GAG 
His Phe Ala Val Leu MET Asp Tyr Val Gly His Glu lie Ser Ser Glu 

1690 1700 1710 1720 

GAT AAT CAG CTT CTT ACA TTT CTC ACA TAT ACC GGT TGC ACG CTG TCA 
Asp Asn Gin Leu Leu Thr Phe Leu Thr Tyr Thr Gly Cys Thr Leu Ser 

1730 1740 1750 1760 1770 

ATA GTC TGC CTT ACT CTG ACA TTC TTC TGT TTT GTT GTC TTC ATC AAA 
lie Val Cys Leu Thr Leu Thr Phe Phe Cys Phe Val Val Phe lie Lys 

1780 1790 1800 1810 1820 

GGA GGA GGC GAT AGG GTT TTC ATT CAT AAA AAT CTC TGC GCT TCT CTT 
Gly Gly Gly Asp Arg Val Phe lie His Lys Asn Leu Cys Ala Ser Leu 

1830 1840 1850 I860 1870 

GGT ATA GCC GAA CTG GTG TTC CTC GCT GGA ATT TGG AGG ACA GAA GAA 
Gly He Ala Glu Leu Val Phe Leu Ala Gly lie Trp Arg Thr Glu Glu 

1880 1890 1900 1910 1920 

AAG TTT GAA TGC GGT ATG ATC GCT GGT TGC CTC CTT TAT TTC TTT CTA 
Lys Phe Glu Cys Gly MET lie Ala Gly Cys Leu Leu Tyr Phe Phe Leu 

1930 1940 1950 I960 

TCG GCT TTA ACC TGG ATG TTA CTC GAG GGC TAC CAG CTT TAC CAG ATG 
Ser Ala Leu Thr Trp MET Leu Leu Glu Gly Tyr Gin Leu Tyr Gin MET 



19 70 1980 1990 2000 2010 

CTT GTT GAG GTG TTC CCT GCC TCG CGA CGT CGA TTC ACC TTT TTC CTT 
Leu Val Glu Val Phe Pro Ala Ser Arg Arg Arg Phe Thr Phe Phe Leu 

2020 2030 2040 2050 2060 

GTT GGC TAT GGC CTG CCA GCT ATC ATT ACT GGA GCA GCC GCT TAT TAC 
Val Gly Tyr Gly Leu Pro Ala He lie Thr Gly Ala Ala Ala Tyr Tyr 

2070 2080 2090 2100 2110 

GAC CCG ACT GGT TTT GGA ACA CGC AAT CAT TGC TGG TTA CGC ACC GAC 
Asp Pro Thr Gly Phe Gly Thr Arg Asn His Cys Trp Leu Arg Thr Asp 

2120 2130 2140 2150 2160 

AAC CTT TTC ATT TTA TTC TTT GTC . GCA CCA GCA GCT GTG ATT TTA CTG 
Asn Leu Phe He Leu Phe Phe Val Ala Pro Ala Ala Val He Leu Leu 

2170 2180 2190 2200 

ACG AAT ACG ATG TTC CTG TTC ATG. ACT ATG TGC ATT GTA TAC AGA CAT 
Thr Asn Thr MET Phe Leu Phe MET Thr MET Cys He Val Tyr Arg His 
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2210 2220 2230 2240 2250 

TCG AAG TAT ATC CCC TGT AGG CAT GCT GCG GAT AAT GGA GGT GAC ATA 
Ser Lys Tyr lie Pro Cys Arg His Ala Ala Asp Asn Gly Gly Asp He 

2260 2270 2280 2290 2300 

AGG ACT TGG GTC AAA GGA GCG ATG GGT CTG GTC TGT CTA CTT GGT GTC 
Arg Thr Trp Val Lys Gly Ala MET Gly Leu Val Cys Leu Leu Gly Val 

2310 2320 2330 2340 2350 

ACA TGG ACT TGT GGC CTT CTC TGG ATC GAT GAT GGC CAT TCG ATA GTG 
Thr Trp Thr Cys Gly Leu Leu Trp He Asp Asp Gly His Ser He Val 

2360 2370 2380 2390 2400 

ATG GCA TAC GCG TTT ACC ATT GCG AAT TCC CTT CAG GGT CTT TTC ATC 
MET Ala Tyr Ala Phe Thr He Ala Asn Ser Leu Gin Gly Leu Phe He 

2410 2420 2430 2440 

TTT GTC TTC CAT GTG CTC TGC TCA GAG AAG ATG CGT TAC GAT ATT GCC 
Phe Val Phe His Val Leu Cys Ser Glu Lys MET Arg Tyr Asp He Ala 

2450 2460 2470 2480 2490 

CGA TGG TGT GGC AAG CAT GGC CTT TCA TGT ATC AGC TCT GGC TCC CGT 
Arg Trp Cys Gly Lys His Gly Leu Ser Cys He Ser Ser Gly Ser Arg 

2500 2510 2520 2530 2540 

GAT ACC TCT AGG GAT CTA CAA AAA CGT GGA ACT ATG TCA CCG TCG GAG 
Asp Thr Ser Arg Asp Leu Gin Lys Arg Gly Thr MET Ser Pro Ser Glu 

2550 2560 2570 2580 2590 

AGG AGT GGC AGC GAA TTC ATC TAT CCC ACA TCG GAG AAG ATG CAC ACA 
Arg Ser Gly Ser Glu Phe He Tyr Pro Thr Ser Glu Lys MET His Thr 

2600 2610 2620 2630 2640 

TCT CCT CGT GGA TTG GAA TCC TCT CTC AGC TCG GCC TAT CCT CAA CAA 
Ser Pro Arg Gly Leu Glu Ser Ser Leu Ser Ser Ala Tyr Pro Gin Gin 

2650 2660 2670 2680 

CCA CTC ATC CAC CAC TAT CAG CGT CGT CCA CCG CAA CAG CCT AAT GGA 
Pro Leu lie His His Tyr Gin Arg Arg Pro Pro Gin Gin Pro Asn Gly 

2690 2700 2710 2720 2730 

ACT TAT GAC TAC GCA ACA ATT GCG TAT GGC GAG ATG GTA CCA GGC CAT 
Thr Tyr Asp Tyr Ala Thr He Ala Tyr Gly Glu MET Val Pro Gly His 

2740 2750 2760 2770 2780 

ATG TT\ CCA CGC ATG GCC TCC TCG TTT CCT CAT CCA GGT GTT GCC ATC 
MET Leu Pro Arg MET Ala Ser Ser Phe Pro His Pro Gly Va l Ala He 
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2790 2800 2810 2820 2830 

CAT TAT CCC TCA TTC GAT CTG GAT TCC TCC TAC CAA CCC CAG ATC TTC 
His Tyr Pro Ser Phe Asp Leu Asp Ser Ser Tyr Gin Pro Gin lie Phe 

2840 2850 2860 2870 2880 

CAT CAT CGC CCT CCA CCA GAC TTT TCT CCA CCA CCG CCA CCT CCT GCC 
His His Arg Pro Pro Pro Asp Phe Ser Pro Pro Pro Pro Pro Pro Ala 

2890 2900 2910 2920 

CAG GGT ACA ACA CCT TCA AAA GTA ATC CGT CCC CCA TCA TCC AAG ATG 
Gin Gly Thr Thr Pro Ser Lys Val He Arg Pro Pro Ser Ser Lys MET 

2930 2940 2950 2960 2970 

ACT GAC GAC TCG GCC TAT TCC GAT GGT GGA TCG TCG TCC GTA CTC ACC 
Ser Asp Asp Ser Ala Tyr Ser Asp Gly Gly Ser Ser Ser Val- Leu Thr 

2980 2990 3000 3010 3020 

ACG GAA GTC ACA CCG TCT GGA GCG ACT GTG CTT CGA ATG GAT TTG GGC 
Thr Glu Val Thr Pro Ser Gly Ala Thr Val Leu Arg MET Asp Leu Gly 

3030 3040 3050 3060 3070 

AGA AAT CAA CCG CCT AAC TAT TGG CGA AAT GTT TGA GCA TGT GTC CCT 

Arg Asn Gin Pro Pro Asn Tyr Trp Arg Asn Val --- 

3080 3090 3100 3110 Jl^y 

GTA AAT GTT TCC TCG AGA GAG ATT TTT GCC GAG GTT GTG CGC TTC AGT 

3130 3140 3150 3160 

CAC GGT TTA TGA CGA TCC GGG TGC TTT TGC AAT CAT TTT GAT GTG TTC 
3i7 0 3180 3190 3200 3210 

GAT TTG TTC TTC CTT GGT ATC CAA GGG CTT TCA TCG TCT TCC GGA CAT 

3220 3230 3240 3250 3260 

TCT GTC ACT TTT CTA CAC TCT AAT GCT CCA ACT GTC GTT AAT ATC AGC 

3270 3280 3290 3300 3310 

ATA TCA TCG TCA CAA TTA TGC GCC ATT TTT TCT CAG ATT ACC GGT TTC 
3320 3330 3340 3350 3360 

CTT TGT ACA TTT GTG GAT TGT AGT TGT AGC TAA ACT GTA GCT ATT CAG 

3370 3380 3390 3400 

AGG TAT TTT TGA TCT AGT CGA TAA TAG CGC AAT ATT GTT TTA CTA ATT 



10 3420 3430 .. 3440 3450 

ACT AAG TAC TAA TTG TTT TTT TAA GTC CGA TTC CTG CCT TCT ATG GAA 
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3460 3470 3480 3490 3500 

I I I I I 

AAA TTT TGT TTT CGT TTC CAT CCC GTA TCA TAC TTT TAG GTT GAG ATC 

3510 3520 3530 

A AT AAA AAC GTA AAA TTT GAA AAA AAA AAA AAA AA 
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Feld I Bemerkungen zu den Ansprlichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 1 aiif Blatt 1 1 



GemaB Artikel I7(2)a) wurde aus folgenden GrGnden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 
1 ■ H ^ P s tt, e chauf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behfirde nicht verpflichtet ist, namlich 

Obwohl Anspruch 15 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Korpers bezieht, wurde die Recherche durchgefuhrt und 
grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusamnensetzung. 

2 - H ^ P s ^ch N auf Teile der internationaien Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
dafl eine sinnvolle intern ationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3 ' O £3 es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgef aBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder EinheitJichkeit der Erlindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



Die international Recherche n be horde hat festgestellt, da(3 diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 I 1 Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

" | I Internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche der international Anmeldung. 

o I I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
LJ ^^^^UongBbOhr gerechtfertigt hatte, hat die Internationale Recherchenbehorde n.cht zur Zahlung emer solchen 
GebQhr aufgefordert. 

3 n Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren r^htzeitig entrichtet hat, e t ret ^. W ?^^ e3er 
3 ' U infemationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche der internationaien Anmeldung, fur die Gebuhren entnchtet worden 
sind, namlich auf die Anspruche Nr. 



4 r~l Der Anmelder hat die erlorderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet Der intern ationale Recher- 
4 - l_l °i r n ^rieM beschrtnkt sich daher auf die in den AnsprOchen zuerst erwahnte Erfindung; diese tsi »n folgenden Anspruchen er- 
faftt: 



Bemerkungen hlnsichtlich eines Wlderspruchs Q Die zusatzlichen GebGhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| | Die Zahlung zu3atzlicher Gebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/lSA/21 0 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1992) 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP 97/05314 
WEiTERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Ansprtiche Nr.: 15 



Anspruch 15 konnte, gemass seines Wortlauts, in Abhangigkeit von Anspruch 
11 nicht recherchiert werden. Daher wurde die Recherche entsprechend der 
Beschreibung auf Seite 22, Zeilen 23-25 der vorliegenden Anmeldung 
durchgefuhrt, das heisst der Anspruch wurde wie.folgt interpretiert: 
"Verwendung von Antikorpern gegen die erf indungsgemassen Proteine als 
nematizide Werkstoffe". 
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